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ABREVIATIONS UTILISEES 
AC: anticorps 
BCA: acide bicinchoninique 
BSA: albumine sérique bovine 
C: compatible 
~C: degrés celsius 
d: dalton 
DO: densit"é optique 
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid. 
endoPG: endo-polygalacturonase 
eq.: équivalent 
ÈwR: Earlywax résitant 
EwS: Earlywax sensible 
glucanase constitutive 
glucanase élicitée 
BRGP: glycoprtéine riche en hydroxyproline 
I: incompatible 
LLI: liquide de lavage intercellulaire 
HDH: malate déshydrogènase 
nKat: '. nano Kata! 
PBS: tampon phosphate alcalin 
PH: poids moléculaire 
PNP: paranitrophénol 
PNPG: paranitrophénol-~-glucoside 
PrR: Processor résistant 
PrS: Processor sensible 
pl: poi~t ~soélectrique 
-~i •. q:::s·Pi·: quantité suffisante pour 
SDS: sodium dodécyl sulfate 
Temed: tétraméthylét~ylènediamine 
TFA: acide trifluoroacétique 
Tris: Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
unités courantes. 
acides aminês: 
;-~ 
A: alanine ' If 
C: cystéine 
D: aspartate 
E: glutamate 
F: phenylalanine 
G: glycine 
H: histidine 
I: isole~'b ine 
K: lysine 
L: leucine 
. M: methionine 
N: asparagine 
P: praline 
.... 
~ 
glutamine 
arginine 
S: serine 
T: threonine 
V: valine 
W: tryptophane 
X: non déterminé 
Y: tyrosine 
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INTRODUCTION GENERALE 
Dans le règne végétal comme dans le règne animal, une malad i e 
infectieuse peut être considérée comme une intèraction entre un hôte 
et un agent infectieux, bénéfique pour ce dernier. En ce qui concerne 
les plantes on peut distinguer trois types d'agents pathogènes: 
(a les agents pathogènes virulents, causant la maladie chez l'hôte ; 
(b) les agents pathogènes avirulents appartenant à certaines races 
spécifiques d'un microorganisme qui ne provoquent pas d I infection 
lors de leur action sur certains cultivars de la plante hôte; 
(c) les agents non pathogènes, n'entraînant pas d'état pathologique 
sur la plante étudiée. 
La résistance (ou la sensibilité) de la plante est la résultante 
de 1 1 antagonisme d I un potentiel d 1 "attaque" de l'agent infectieux 
face à un potentiel de "défense" de la plante. 
Parmi les "armes d'attaque" des agents pathogènes, on peut citer 
· principalement des phytotoxines (STROBEL, 1974) et des enzymes 
hydrolytiques, parmi lesquelles figurent des cutinases (WOLOSHUK et 
KOLATTUKUDY, 1986), des protéases, des pectinases, des 
hémicellulases, des cellulases (ENGLISH et al., 1971), pouvant agir 
sur les premières barrières opposées par l'hôte que sont la cuticul e 
et la paroi Gellulaire. 
:, La plante se défend à l'aide de mécanismes visant à retarder, 
restreindre, voire empêcher la progression de l'agent pathogène. 
Parmi ceux-ci, on peut citer · l'émission de phytoalexines, 
composés anti microbiens gênant la progression du microorganisme 
pathogène par leurs propriétés fongistatiques (KUC, 1976; RAHE, 1973 ; 
BAILEY et al., 1980. DARVILL et ALBERSHEIM, 1984). Ces composés ont 
été mis en évidence chez de nombreux végétaux supérieurs et leur rôle 
dans la défense est maintenant généralement admis. Pour s'opposer au 
développement du champignon, la plante, en dehors des phytoalexines, 
peut aussi émettre des inhibiteurs d'enzymes d'attaque du parasite: 
.. 2 -
inhibiteurs de protéases (RYAN, 1978) et de polygalacturonases 
(LAFITTE et al., 1984). 
D'autres réactions de défense visent à renforcer les structures 
de surface de la cellule hôte: on peut observer des dépôts de callose 
(BONHOFF et GRISEBACH, 1988; MUELLER et BECKMAN, 1988), de lignine 
(VANCE et al., 1980), autour du site d'infectton, ou l'accumulation 
de protéines structurales telles que les protèines riches en 
hydroxyproline "HRGP" (ESQUERRE-TUGAYE et al., 1979; MAZAU, 1987). 
Plusieurs auteurs ont caractérisé un certain nombre de protéines 
apparaissant chez les plantes suite à l'infection par un agent 
pathogène (GIANINNAZZI et al., 1977; VAN LOON, 1985; DE TAPIA et al., 
1986). Ces protéines sont désignées sous le terme de "pathogenesis 
related protéins" (PR protéines). Leurs fonctions ne sont pas encore 
bien établies, et leur rôle physiologique reste mal défini. Depuis 
peu, certaines de ces "PR" protéines se sont révélées être des 
chitinases (LEGRAND et al., 1987) et des a-1,3-glucanases (KAUFFMANN 
et al. , 1987). Ces enzymes peuvent agir sur 1' agent pathogène en 
hydrolysant des polymères tels que la chitine et les a-1,3-glucanes 
(SKUJINS et al., 1965; MAUCH et al., 1988b), composés importants de 
la paroi cellulaire de certains champignons (BARTNICKI-GARCIA, 1968). 
Parfois présentes dans les plantes non infectées, elles peuvent avoir 
un rôle dans la résistance générale du fait de leur localisation dans 
les espaces intercellulaires (FINK et al., 1988). Les activités de 
ces enzymes hydrolytiques augmentent fréquemment lors de l'infection 
par un microorganisme pathogène (KOMBRINK et al., 1988; AWADE et al., 
1989; MEINS . et AHL, 1989). Elles prendraient part aux évènements 
intervenant dans la réaction hypersensible (VOGELI-LANGE et al., 
198$) et sont capables d'inhiber in vitro la croissance de 
champignons parasites (MAUCH et al., 1988b). Elles peuvent être 
induites sous l'action d'éliciteurs (MAUCH et al., 1984; KOMBRINK et 
HAHLBROCK, 19~6) ou d'éthylène (ABELES et FORRENCE, 1970; MAUCH et 
STAEHELIN, 1989). 
Le présent travail porte sur les a-1,3-glucane hydrolases* dans 
l'interaction Phaseolus vulgaris - Colletotrichum lindemuthianum. 
* Dans un but de simplification d'expression on désignera ces enzymes 
par le terme de a-1,3-glucanases. 
-~l •. 
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La maladie qui en résulte, de type anthracnose, a déjà fait l'objet, 
au laboratoire, de nombreux travaux. Ceux-ci ont porté sur le 
potentiel d 1 "attaque" du champignon, en particulier sur 1 1 étude des 
activités polygalacturonases (CANTENtS, 1978) et sur le potentiel de 
"défense" de l'hôte, en observant les capacités inhibitrices 
d'extraits de haricots sur l'activité de tes ·, enzymes (LAFITTE et 
al., 1984). Le système étudié est de type race/cultivar, pour lequel 
on dispose de lignées isogéniques de haricots résistants et sensibles 
à d · verses races du parasite. Des travaux préliminaires ont montré 
que l'augmentation de l'activité ~-1,3-glucanase lors de 
l'interaction incompatible étudiée est l'un des premiers évènements 
détectables en réponse à l'inoculation (BARTHE, 1984). 
Dans ce travail, après avoir analysé la variation des activités 
~-1,3-glucanases de haricots dans plusieurs interactions compatibles 
et incompatibles j'ai successivement: 
* effectué la purification de ces enzymes, 
* caractérisé leurs différentes formes, 
* abordé l'étude de leur implication dans l'interaction et plus 
particulièrement dans la défense de l'hôte. 
\ 
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MATERIEL ET METHODES 
1) ~atériels Biologiques: 
' 
a) La plante hôte: Phaseolus vulgaris 
Deux variétés de haricots sont utilisées: les variétés Processor 
et Earlywax. Pour chacune d'elles le laboratoire dispose de deux 
lignées isogéniques présentant ou non le gène "Are" (MAESTENBROCK, 
1960), responsable de la résistance dite de "CORNELL" . La 
dénomination des lignées se fera de la façon suivante: PrR et PrS 
pour Processor résistant et Processor sensible, EwR et EwS pour 
, Earlywax résistant et Earlywax sensible. 
Les plantes sont cultivées en salle conditionnée, dans des bacs 
·, remplis de sable lavé aux acides, avec des photopériodes de 14h 
(9000Lux, soit 35 watts/m2) par cycle de 24h. Les températures, à la 
lumière et à l'obscurité, sont respectivement de 22°c et 18°C. 
L'humidité relative varie de 55% à 75% de la saturation. 
L'alimentation minérale et hydrique des plantes s'effectue par 
l'apport journalier de la solution nutritive suivante: 
Ca(N03 ) 2 , 4 H2o ------------------ 2,5 mM 
KN03 ----------------------------- 2,5 mM 
KH2Po4 --------------------------- 0,5 mM 
MgS04 , 7 H2o --------------------- 0,5 mM 
H3Bo3 ---------------------------- 14 µM 
MnS04 , H2o ------------------------- 5 µM 
Cuso4 , 5 H2o --------------------- 0,7 µM 
ZnS04 , 7 H20 ----------------------- 3 µM 
Citrate de fer amoniacal complexé par EDTA- 4 µM 
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b) L'agent pathogène: Colletotrièbum lindemuthianum 
Le champignon, responsable de 1' anthr~cnose du haricot, 
Colletotrichum lindemuthianum Sacc. et Magn. (Bri et Cav.) est un 
parasite facultatif appartenant à l'ordre des Adélomycètes qui 
corr, spond à la forme conidienne de Glomerella lindemuthianum Sacc. 
et Magn. [Shear et Wood] (VIENNOT-BOURGIN, 1949). 
Plusieurs races sont utilisées: les races ~' a et Kappa, 
fournies par le Dr BANNEROT (INRA Versailles). 
Selon les besoins, le champignon est maintenu sur deux milieux 
de culture différents: 
Un milieu synthétique solide: 
Celui-ci permet la sporulation et la conservation des souches 
·, ( BANNEROT, 1965) . 
Composition du milieu: Glucose 
------------------
4,8 g 
Mg so4 ------------------- 1,3 g 
KH2 P04 ------------------ 2,7 g 
Peptone pancréatique ----- 2,0 g 
Extrait de Levure ------- 10,0 mg 
(Prolabo) 
(Difco) 
Gélose (Agar)----------- 20,0 g (Difco) 
H2o q.~.p. --------------- 1,0 1 
Le milieu est \ éparti dans des tubes à culture à raison de 20 ml par 
tube, puis autoclavé 20 min à ll0°C. Après ensemencement, les tubes 
sont placés en étuve obscure à 23°C. 
tableau 1: 
- 6 -
Isolement des parois de Colletotrichum lindemuthianum 
Mycélium provenant de culture sur milieu glucose (11) 
13 jours après l'ensemencement 
filtration sur verre fritté (porosité G2) 
broyage dans l'azote liquide \ 
' lavage~: tampon phosphate 0,5 M pH 5,2 (8x200ml) 
! 
lavages H2o (8x200ml) 
' lavages méthanol/chloroforme (1/1 v/v) (3xl00ml) 
! 
lavages acétone (2x200ml) 
séchage sous vide 
-~ 
• .;t ,. 
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't Un milieu synthétique liquide: 1 
Ce milieu permet la croissance ·· du mycélium du champignon à 
partir duquel j'ai isolé des parois cellulaires: 
Composition du milieu: Glucose*------------- - - 10,0 g 
NH4No3 ------------------- 1,2 g 
KH2Po4 ------------------- 1,0 g 
MgS04 , 7 H2o ------------- 0,5 g 
FeC13 , 6 H2o (EDTA) ------ 1,3 mg 
ZnS04 , 7 H2o ------------- 0,1 mg 
Thiamine 
-----------------
0,1 mg 
Biotine 
------------------
5,0 µg 
H2o q.s.p. --------------- 1,0 1 
* D'autres sources carbonées sont utilisées, notamment de la pectine 
ou des parois cellulaires extraites à partir d'hypocotyles de 
haricots (lOg/1). 
Le milieu est ajusté à pH 6 par addition de KOH M, puis réparti 
dans des fioles de Roux ( 100 ml pâr fiole) et autoclavé 20 min à 
ll0°C. L'ensemencement de chaque fiole est réalisé par 10 millions de 
spores âgées de 6 jours, en suspension dans de l'eau stérile. Le 
développement du champignon s'effectue à 23°C, à l'obscurité et sans 
agitation. 
c) Extraction des parois ~ycéliennes 
Elle est \effectuée selon la méthode de AYERS et al. (1976), à 
partir d'une culture de Colletotrichum lindemuthianum, race a, sur 
milieu synthétique liquide (tableau 1). 
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d) Interaction hôte - pathogène 
Les différents types d'interactions, compatibles (C) ou 
incompatibles (I), possibles entre les variétés de haricots et les 
races de C. lindemuthianum sont résumés dans lè tableau ci-après: 
races de Colletotrichum lindemuthianum 
a ~ Kappa 
PrR I I C 
variétés 
PrS C C C 
de 
EwR I I C 
haricots 
EwS C C C 
Les interactions incompatibles sont dues à une résistance de 
type hypersensible qui se caractérise par une nécrose rapide de la 
cellule infectée et qui s'accompagne d'une restriction de croissance 
du pathogène (ALLARD C., 1974). 
e) Inoculation du matériel végétal 
Les plants de haricots sont inoculés 6 jours après le semis par 
pulvérisation de conidies en suspension dans de l'eau distillée et 
stérilisée ( 5 millions pour 1 bac de 20 plantes ) . Ces spores 
proviennent d'une culture sur milieu gélosé, âgée de 6 jours. Les 
plantes témoins sont traitées avec de l'eau distillée. 
Les bacs sont transférés dans une enceinte saturée en humidité 
pendant 24 h puis replacés dans les conditions habituelles de 
culture. 
· ·:1 
·t~ 
'\ 
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2) Mesure des activités enzymatiques 
a) Activité P-1,3-glucanase 
Ces enzymes hydrolysent les chaînes de a-1,3-glucanes en 
effectuant des coupures, à l'intérieur de cè-lles-ci (ce sont des 
endo-glucanases), ou en libérant du glucose à partir de leurs 
extrémités (ce sont alors des exo-glucanases). Ces enzymes libèrent 
airl~ i des groupements réducteurs que l'on peut doser. 
Exemple d'hydrolyse: 
0-1,3-glucanase 
a-1,3-glucane 
1 Cf-1.iOH 
CHfJH . + o-0-----
-----00 
L.p 
A + F~ 0 ----
----~ ~ 
Le dosage est effectué comme suit: 1 ml de milieu réactionnel 
contient 25 . à 100 µl d'extrait enzymatique, 2,5 mg de laminarine 
(Sigma) et du tampon acétate de sodium - acide acétique 0,2M pH 5,2. 
L'essai est maintenu à 50°C pendant 30 min puis les groupements 
réducteurs libérés sont dosés par la méthode de SOMOGYI (1952). Un 
témoin est réalisé par addition du substrat après l'arrêt de la 
réaction par 1e réactif cupro-alcalin. 
L' activité enzymatique est donnée en nanoKatal ( 1 nKat 
correspond à la quantité d'enzyme capable de libérer 1 nmole 
d'équivalent glucose par seconde, à 50°C.). 
..... 
~ 
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b) Activité glucosidase 
L'essai enzymatique est identique au précédent, à l'exception du 
substrat, qui est remplacé par du paranitrophénol-~-glucosyl (PNPG) 
utilisé à la concentration de 2 mg par essai. La réaction est stoppée 
par l'addition de 2 ml d'une solution de NH4oH -~M, 2 mM en EDTA. 
L'enzyme hydrolyse le PNPG en coupant la liaison entre le résidu 
glucosyl et le groupement de paranitrophénol (PNP). 
~-glucosidase 
N02 ô Q + H20 + 
OH 
PNPG PNP GLUCOSE 
L'activité enzymatique est déterminée par la mesure de la 
quantité de PNP libérée à 400 nm 0:=18 700 M- 1cm-l) (CLINE et 
· ALBERSHEIM, 1981). 
1 nKat correspond à la quantité d'enzyme capable de libérer 1 
nmole de PNP en 1 seconde à 50°C. 
3) Dosage des protéines: méthode dite du B.C.A. 
On utilise pour ce dosage des solutions d'acide bicinchoninique 
(Bci) et de sulfate de cuivre qui donnent, en mélange, une coloration 
vert-pomme stable. En présence de protéines, les ions cuivreux sont 
réduits en ions cuivriques et la coloration passe du vert au pourpre. 
La densité de f oloration est proportionnelle à l'absorption à 562 nm. 
A 100 µl d'extrait protéique sont ajoutés 2 ml d'une solution 
d'acide bicinchoninique sulfate de cuivre (Protein Assay 
Reagent, Pierce) puis les solutions sont mises au bain marie: 
30 min à 37°C pour doser 100 à 200 µg de protéines par ml. 
30 min à 60°C pour doser 10 à 20 µg de protéines par ml. 
... 
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On arrête la réaction en refroidissant les essais dans un 
mélange glace-eau. Lors de .. . çhaque dosage, on effectue une courbe 
étalon au moyen de 3 concentrations différentes d'albumine serique 
bovine (BSA). 
4) Dosage des sucres: 
, Les sucres sont dosés par la méthode à l'anthrone de SHIELDS et 
BURNETT (1960). 
L'anthrone produit une réaction de condensation avec les dérivés 
furfural produits par action de l'acide sulfurique sur les sucres, 
donnant une coloration bleu-verdâtre. 
A 2 ml de solution à doser, sont ajoutés 4 ml de réactif à 
l'anthrone (200 mg d'anthrone (Merck) dans 100ml d 1 H2so4 concentré). 
On agite fortement la solution avant de la porter 10 min au 
bain-marie à 100°C. Puis la solution est refroidie dans un mélange 
glace-eau pendant 10 min avant la lecture de la densité optique à 585 
nm. Une courbe étalon est réalisée avec du glucose anhydre en 
. solution dans l'eau. 
1 
5) Techniques de purification 
a) chro111-=;1tographie d'échanges cationiques 
~Les chromatographies d'échanges cationiques sont effectuées sur 
un support S Sépharose Fast Flow (Pharmacia) dans une colonne de 1,5 
x 10 cm. Le gel, dilué 50 fois, est déposé dans la colonne puis lavé 
par 1 1 de tampon acétate 10 mM pH 5, 2. L'échantillon à 
chromatographier est fixé sur la colonne, après dialyse dans le même 
tampon, avec un débit de 50 ml par h. Puis la colonne est rinçée par 
40 ml de tampon. Les protéines fixées sur la colonne sont éluées par 
400 ml d'un gradient de NaCl dans le tampon acétate avec un débit de 
100 ml par h. La force ionique du gradient sera précisée pour chaque 
'chromatographie. En sortie de colonne, après lecture de la densité 
-~l '· 
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optique à 280 nm au moyen d'un détecteur UV, des fractions de 5 ml 
sont collectées en vue du dosage de l'activité enzymatique. 
b) chromatographie d'échanges anioniques 
Les chromatographies d'échanges anioniques sont effectuées sur 
un support DEAE Sépharose CL 6B (Pharmacia) dans une colonne de verre 
de ~ 6 x 18 cm. Le gel est filtré sur un verre fritté de porosité G2 
et rincé par du tampon Tris-HCl (10 mM pH 7,.5) puis déposé dans la 
colonne. Celle-ci est rincée par 100 ml de tampon. 
L'échantillon à chromatographier est fixé sur la colonne après 
dialyse contre du tampon Tris-HCl (5 mM - pH 7,5) avec un débit de 30 
ml par h. La colonne est rincée par 50 ml de tampon Tris-HCl (10 mM -
pH 7,5) puis les protéines fixées sur la colonne sont éluées par 60 
ml du même tampon 0,3 Men NaCl. En sortie de colonne, après lecture 
de la densité optique à 280 nm au moyen d I un détecteur UV, des 
fractions de 3 ml sont collectées en vue du dosage de 1 1 activité 
enzymatique. Toutes ces opérations sont effectuées en chambre froide 
. à 4°c. 
c) chromatographie d'interaction hydrophobe 
Les chromatographies d'interaction hydrophobe sont réalisées sur 
un srpport d'Octyl Sépharose (Pharmacia) dans une colonne de verre de 
1,6 x 18 cm. Le gel est placé sur un filtre de porosité G2 et rincé 
par du tampon Tris-HCl (10 mM - pH 7,5) puis déposé dans la colonne. 
Celle-ci est r \ ncée par 100 ml du même tampon saturé à 50% en sulfate 
d'ammonium. 
L'échantillon, après avoir été amené à 50% de la saturation en 
sulfate d'ammonium dans le tampon (Tris-HCl 10 mM - pH 7,5) est fixé 
sur la colonne d'hydrophobie. Celle-ci est rincée par 10 ml de tampon 
Tris-HCl (10 mM - pH 7,5) à 50% de saturation en sulfate d'ammonium 
puis par 50 ml du même tampon, à 30% de saturation et enfin 50 ml de 
:.'..l 
·t~ 
't 
• 1 
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tampon à 20% de saturation (débit: 30 ml/ h). Des fractions de 2 ml 
sont collectées après lecture de la densité optique à 280 nm. 
d) Filtration moléculaire basse pression 
La filtration moléculaire basse pression est effectuée dans une 
colonne de 2,6 x 55 cm contenant un gel de Séphacryl S 200 superfine 
(Pha macia). La colonne est équilibrée par 1 1 de tampon Tris-HCl (10 
mM - pH 7,5 - 0,5 Men NaCl) avec un débit de 25 ml par h. 2,5 ml 
d'extrait enzymatique sont déposés sur la colonne et l' élution est 
réalisée par le tampon d'équilibration. Des fractions de 3 ml sont 
recueillies après lecture de la DO à 280 nm. L'activité enzymatique 
est mesurée sur 100 µl de chaque fraction. 
La colonne a été préalablement étalonnée par de la BSA (PM 67000 
1
d), de l'ovalbumine (PM 43000 d), du chymotrypsinogène A (PM 25000 d) 
et de la ribonucléase (PM 13500 d). 
e) Chromatographie sur colonne d'hydroxylapatite 
Les extraits enzymatiques à chromatographier sont dialysés 
contre du tampon phosphate monopotassique - phosphate dipotassique (5 
mM - pH 6,8) puis fixés sur une colonne d'hydroxylapatite (BioRad) de 
1,6 x 15 cm équilibrée dans le même tampon phosphate 5mM. La colonne 
est rincée p~r 20 ml du tampon d'équilibration puis les protéines 
sont éluées par 300ml d'un gradient en tampon phosphate 
rnono~otassique - phosphate dipotassique de 5 mM à 750 mM avec un 
~~. débit de 25 ml par h. Des fractions de 4,5 ml sont collectées après 
lecture de la DO à 280 nm. 
\ 
f) Chromatographie d'affinité 
La chromatographie d'affinité est effectuée sur une résine 
"d'Epoxy activated Sépharose 6B" (Pharrnacia) couplée à de la 
' laminarine selon la méthode suivante: 2,5 g de poudre "d'Epoxy 
activated Sépharose 6B" sont lavés et réhydratés sur un verre fritté 
G4 par 500 ml d'eau distillée. Le gel ainsi obtenu est mélangé à une 
solution de laminarine (1 g dans 50 ml) et ajusté à pH 12 avec de la 
soude en pastilles. Le tout est mïs au bain marie à 37°C sous 
agitation pendant 16 h. Puis le gel est lavé 2 fois sur un filtre G2 
par 200 ml d'eau, 200 ml de bicarbonate (0,1 ~ - pH 8,8) 200 ml de 
tampon acétate ( 0, 1 M - pH 4). Le blocage de 1' excès des groupes 
actifs est effectué dans 50 ml d'une solution d'éthanolamine lM. Le 
ge ainsi préparé est déposé dans une colonne de 1 x 6, 5 cm puis 
rincé par 200 ml de tampon acétate (5 mM - pH 5,2). 
Les extraits enzymatiques à ·chromatographier sont dialysés 
contre le même tampon, puis fixés sur la colonne avec un débit de 10 
ml par h. La colonne est rincée successivement par: 
- 40 ml de tampon acétate 10 mM pH 5,2 
- 40 ml" Il 
- 40 ml" Il 
Il 
Il 
50 mM 
50 mM 
g) Electrofocalisation 
Il 
Il 
, 0, 1 M en NaCl. 
L'électrofocalisation permet de séparer les protéines en 
fonction de leur point isoélectrique. Elle est réalisée à l'aide d'un 
appareil LKB 8000 dont le volume de la colonne est de 110 ml. Le 
gradient de pH est obtenu par 2,4 ml d'ampholines à 40 %. L'extrait 
enzymatique est introduit sur la colonne dans un gradient de glycérol 
(5 à 50 %) • L'ensemble est réfrigéré à 5°C. La focalisation est 
complète au bout de 48 h sous un voltage de 600 volts. Le gradient de 
p~ utilisé sera spécifié lors de chaque électrofocalisation. 
\ 
. 
" 
·t. 
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tableau 2: composition des gels d'électrophorèse 
gel de concentration gel de séparation 
5 ml 15 ml 
dénaturant natif d~naturant natif 
.. 
KOH 0,46 M, ac. acétique pH 4,3 - 3,75 1 
Il Il Il pH 6,8 0,75 -, 
Tris-HCl 1M pH 6,8 0,62 -
,; 
Il Il 
"pH 8,8 - 5,62 
Persulfate d'ammonium à 10% 0,05 0,075 0,050 0,150 
SDS à 20% 0,025 0,075 
Acrylamide 30% Bisacryl. 0,8% 0,5 0,5 6,25 5,0 
H2o 3,8 3,635 3,0 5,975 Temed 0,005 0,04 0,01 0,125 
Les volumes sont donnés en ml. Les concentrations en acrylamide sont 
de 10% pour les gel de séparation en conditions natives et 12,5% en 
conditions dénaturantes. 
· :.:;;. 
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6) Electrophorèses 
a) Electrophorèse en conditions dénaturantes 
Le système d'électrophorèse dérive de celùi proposé par LAEMMLI 
(1970): il comporte un gel de concentration- et ·~n gel de séparation. 
La composition de ces gels est donnée dans le tableau 2. 
Aux extraits protéiques à analyser est ajouté volume à volume le 
tam on alourdisseur ayant la composition suivante: 0,06 Men Tris-HCl 
pH 6,8, 5% en S-mercaptoéthanol, 10% en glycérol, 0,001% en bleu de 
bromophénol, 2% en sodium dodécyl sulfate (SDS). 
Le tampon d'électrophorèse est celui décrit par LAEMMLI (1970): 
192 mM en glycine, 25 mM en Tris et 0,1% en SDS, pH 8. 
L'électrophorèse est réalisée au moyen d'une minicuve LKB, sous 
un ampérage de 20 mA par gel durant la migration dans le gel de 
concentration puis de 30 mA durant la migration dans le gel de 
séparation. 
b) Electrophorèse en conditions natives 
L'électrophorèse en conditions natives est effectuée pour 
l'étude des protèines basiques. Les techniques 
dérivent de celles utilisées par REISFELD et al. 
d'électrophorèse 
(1962). Des gels 
acides sont donc nécessaires. La composition des gels est donnée dans 
le tableau 2. 
Aux extraits protéiques à analyser est ajouté volume à volume le 
tamp?n alourdisseur ayant la composition suivante: KOH-acide acétique 
0,03 M, pH 6,8, glycérol 10%, vert de méthyle 0,2%. 
La migration électrophorètique s'effectue sous une différence de 
potentiel de 150 volts dans le gel de concentration et 200 volts dans 
le gel de séparation. Le tampon d'électrophorèse est 80 mM en 
S-alanine et 40 mM en acide acétique. 
~ 
•,, .. 
·t. 
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tableau 3: Coloration des gels d'électrohporèse 
au nitrate d'argent 
Les bains suivants sont effectués à température ambiante et sous 
agitation pour chaque gel d'électrophorèse: 
1°) 8 min dans 100 ml H2o distillée ( seulement pour les gels en 
conditions dénaturantes). 
2°) 30 min dans 100 ml méthanol (50%) ac. acétiqtle (10%) eau 
( 40%). 
3°) 10 min dans 100 ml méthanol (5%) ac.acétique (5%) eau (88%). 
4°) 4 fois 10 min dans 100 ml d'éthanol à 20%. 
5°) 30 min dans 100 ml d'éthanol à 20%. 
1 
6 °) 15 min dans 100 ml d I une solution de nitrate d·' argent ammoniacal 
(soude 0,0756%, NH40H 0,42%, AgN03 0,8%). 
7°) 4 fois 5 min dans 100 ml d'éthanol à 20%, à l'obscurité. 
8°) Les protéines sont révélées par 100 ml d'une solution 
contenant 10 mg d'ac. citrique et 0,1 ml de formaldéhyde 
concentré. 
9°) La coloration est fixée en mettant le gel dans de l'ac. 
acétique à 1%. 
/ 
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c) Révélation des gels de polyacrylamide 
La coloration au nitrate d'argent permet la révélation de 
protéines présentes en très faible quantité, de l'ordre de quelques 
nanogrammes. La méthode de coloration est décrite dans le tableau 3 
et découle de celle proposée par MORRISSEY ·(198J). 
7) ,~igration des produits d'hydrolyse de la laminarine sur couche 
mince. 
Les produits d'hydrolyse de la laminarine par les différentes 
glucanases des haricots sont analysés par migration sur couche mince. 
Les plaques utilisées sont des feuilles d'aluminium pour couche mince 
de silice de type 60 F254 (Merck). 25 µl des échantillons à analyser 
sont déposés sur la plaque, puis 3 migrations successives sont 
effectuées dans un solvant acétonitrile /eau (4/1) selon la méthode 
déjà décrite (MAUCH et al., 1988a). Des hydrolyses ont aussi été 
réalisées en incubant de la laminarine avec du TFA 2N, pendant 1 h à 
100°c. 
Les sucres sont révélés par pulvérisation d'une solution de 
thymol: 0,5 g dans 95 ml d'éthanol, solution à laquelle on ajoute, 
avec précaution, 5 ml d'acide sulfurique concentré. La révélation est 
terminée après 20 min à l'étuve à 120°C (FINK et al., 1988). 
Pour la migration sur couche mince, les produits d'hydrolyse de 
la :· laminarine sont obtenus de la manière suivante: le milieu 
~:: . réactionnel contient 5 nKat d'enzyme, 10 µg de BSA, 5 mg de 
laminarine dans 1 ml de tampon acétate 20 mM. Il est nécessaire de 
diminuer la c ~ncentration en tampon (0,2 M dans l'essai standard) car 
celui-ci perturbe la migration des produits d'hydrolyse sur la couche 
mince. La réaction est arrêtée par 1 1 addition de 2 ml d'acétone 
glaciale. L'ensemble est ensuite stocké à -20°C pendant 2 h. Un 
précipité blanc se forme, contenant les longues chaînes de 
~-1,3-glucanes non hydrolysées et les protéines. Il est éliminé par 
une centrifugation à 10 000 g. Le surnageant contenant les produits 
d'hydrolyse est conservé puis analysé par chromatographie sur couche 
mince. 
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CHAPITRE I: 
EVOLUTION DES TENEURS EN (l-1 2 3-GLUCANASF..S CHEZ LES HARICOTS 
Processor ET Karlywax LORS D'INTERACT~ONS, COHPATIBLKS ET 
INCOMPATIBLES AVEC DIFFKRENTKS RACKS DE 
Colletotrichum lindemuthianum. 
INTRODUCTION 
J'analyserai 
S-1,3-glucanases 
dans ce chapitre les variations des activités 
dans divers cas de compatibilité et 
d'incompatibilité suite à l'inoculation des lignées PrR et PrS, EwR 
et EwS de haricots par C. lindemuthianum races a, S et Kappa. 
Ensuite, sera abordée 1 1 étude qualitative des enzymes responsables 
des variations de l'activités S-1,3-glucanase. 
Les extraits enzymatiques bruts utilisés dans les expériences 
décrites ci-après sont obtenus de la façon suivante: 10 g de limbes 
de haricots sont prélevés 3 jours après 1 1 inoculation et broyés au 
, mortier dans 60 ml de tampon acétate (50 mM - pH 5,2 - lM en NaCl) en 
présence de sable de Fontainebleau (2g) et de polyclar AT (lg). Le 
broyat est centrifugé 15 min à 15000 g. Le surnageant est dialysé 
deux fois 4 h dans un tube Wisking (exclusion 10000) contre 5 1 du 
tampon acétate (10 mM - pH 5,2). L'activité S-1,3-glucanase est dosée 
sur 50 et 109 µl d'extrait enzymatique dialysé. 
Ces extraits subissent ensuite une purification par 
ehrpmatographie d'échanges cationiques selon les modalités déjà 
décrites. Le gradient de concentration en NaCl du tampon d' élution 
est de O à 0,6 M. L'activité S-1,3-glucanase est mesurée sur 100 µl 
de chaque fra \ tion de 5 ml. 
t:-:. 
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A) RESULTATS 
1) Variations quantitatives des activités a-1 2 3-glucanase 
Trois jours après 1 1 inoculation par des . races avirulentesf:3 du 
champignon pathogène, les activités ~-1,3-g~uc~nase des deux variétés 
de haricots résistants, PrR et EwR, sont multipliées par un facteur 
supérieur à 2 par rapport à l'activité de ces mêmes variétés traitées 
avec de l'eau (fig lb). Par contre, lors de l'infection des deux 
variétés sensibles PrS et EwS par ces mêmes races, aucune élicitation 
de l'activité ~-1,3-glucanase n'apparaît au troisième jour après la 
pulvérisation des spores (fig la). Cette absence d I élicitation de 
l'activité ~-1,3-glucanase est aussi observée lors de l'infection de 
la lignée PrR par la race Kappa laquelle a surmonté la résistance due 
au gène "Are" (fig la). 
...--.. 
a) 
..a 
E 
-ri 
.....-f 
a) 
"'C 
è.O 
........_ 
-('O ~ 
C 
I'.::) 
C/) 
< z 
< 
u 
:::, 
H 
c., 
cJ, 
Tj'"-
c:'.l. 
~ 
E...; 
H 
> 
H 
E-. 
u 
< 
12ï 
10J 
i 
8 ~ 
i 
a) Interaction CoMpatible 
6-l 
~=_;.i _ __.;.rc.;.;l!:..;..;.11~ .... f L.~=·=Jt=lt_:  ------=fflll ..... ·.'"""'·'H'Wa--------r~~-~-ll:_IJI_! _ 
UARIETES; PrS PrR EuS 
b) I nteract ion I ncoMpat i b I e 
UARIETES : EuR 
0 
a( 
B3 
Il 
0 
HiO 
~ 
Kappa 
figure 1: Activité ~-1,3-glucanase des limbes de haricots (var. PrR, 
PrS, EwR et EwS) trois jours après l'inoculation par des spores de ,Ç__:__ 
lindemuthianurn races a, ~ et Kappa. 
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L I étude cinétique a été faite sur des extraits de limbes des 
variétés PrR et PrS infectées par les races a et Kappa du champignon, 
le temps O étant le moment où les conidies sont déposées sur les 
plantes âgées de 6 jours. Les résultats sont rassemblés dans la 
figure 2. 
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figure 2: Cinétique de l'évolution des activités a-1,3-glucanase des 
limbes de haricots PrR et PrS après l'inoculation (temps 0) par des 
spores de C. lindemuthianum races a ( , ) et Kappa ( ) et dans les 
plantes témoins ( , ). 
Dans le cas de l'interaction incompati~le on observe dès le 
deuxième jour après l'inoculation une augmentation de l'activité 
~-1,3-glucanàse. Au quatrième jour, cette activité est plus de trois 
fois supérieure à celle observée chez des plantes témoins. Pour 
l'iriteraction compatible PrS - race a, aucune différence n'apparaît 
-~'- -. 1 avant le quatrième jour suivant l'inoculation. A ce moment là, on 
observe aussi une stimulation de l'activité a-1,3-glucanase. Dans le 
cas de résista\ice, il apparaît donc une stimulation plus précoce de 
l'activité a-1,3-glucanase, d'environ 48 heures par rapport au cas de 
sensibilité étudié. 
Lors de l'infection des deux lignées Processor par la souche 
Kappa, on n'observe plus aucune différence de comportement entre les 
deux lignées PrR et PrS sensibles à cette race. 
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Figure 3 
Chromatographie 
cationiques des 
enzym~tiques de 
haricots: 
a) témoins. 
d'échanges 
extraits 
limbes de 
b) PrR 3 jours après ~e 
dépot de spores de h · ~;. 
lindemuthianum ,;race f3. 
c) PrS 3 jours après le 
dépot de spores de C. 
lindemuthianum race~. 
d) PrS 4 jours après le 
dépot de spores. 
tableau 4: Extraction de parois cellulaires de haricots (PrS). 
120 g de limbes+ hypocotyles prélevés sur de jeunes 
plants âgés de 10 jours 
• Broyage au turmix 10 min dans 600 ml H20 
• Centrifugation 10 min à 3500 g 
' Broyage 10 min au turmix 
Filtration * 
' Agitation 10 min dans 600 ml methanol/chloroforme (v/v) 
Filtration* 
' Lavage pa~ 600 ml de methanol/chloroforme 
Filtration * 
' 2 rinçages successifs par du méthanol/chloroforme 
' Rinçage à l'acétone 
' Séchage sous vide 
Parois cellulaires (2,8 g) 
* Elles sont réalis~es sur creuset à verre fritté de porosité Gl. 
~::. 
-~l .. 
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2) Etude qualitative 
Les profils d'activité a-1,3-glucanase après chromatographie 
d'échanges cationiques des extraits enzymatiqu~s font l'objet de la 
figure 3. 
... 
Le profil d'élution de l'activité glucanase, de l'extrait 
enzymatique obtenu à partir de haricots PrR trois jours après 
1 1 inoculation par la race a de ~ lindemuthianum (fig 3b) montre , 
~ 
corrélativement à l'augmentation de l'activité, l'apparit ion de deux 
nouvelles isoformes par rapport au profil obtenu à partir de plantes 
témoins (fig 3a) ou de plantes sensibles PrS du même âge ( fi g 3c ). 
Chez les plantes sensibles, 4 jours après la pulvérisation des 
spores, lorsque les symptômes sont décelables à l'oeil nu, on observe 
l'apparition des mêmes isoformes ainsi qu'une augmentation d'activité 
dans la fraction non retenue sur la colonne (fig 3d). 
Le champignon cultivé sur milieu liquide renfermant des parois 
' de haricot PrS (obtenues selon le protocole décrit ci-contre, tableau 
4) comme source de carbone, produit une seule a-1,3-glucanase ayan t 
un pl de 4,2 (fig 4). Cette protéine ayant un pl acide, ne sera pas 
retenue sur la colonne d'échanges cationiques car elle est alors 
chargée négativement. Si cette enzyme est produite par le champignon 
lors de son développement sur le végétal hôte, elle pourrait rendre 
compte de l'augmentation d'activité observée dans la fraction non 
retenue sur la colonne d'échanges cationiques lors de l'interaction 
compatible (fig 3d). 
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figure 4: Electrofocalisation de l'activité ~-1,3-glucanase secrétée 
par h lindemuthianum dans le milieu de culture contenant, comme 
source de carbone, des parois cellulaires extraites de haricots PrS. 
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CONCLUSION 
Dans les premières feuilles des haricots sains, l'activité 
S-1,3-glucanase ne varie pas, tout au moins pendant la période 
d'expérimentation considérée. Suite à l'application de spores de ,Ç_.:_ 
lindemuthianum, on observe toujours une s·timulation de l I activité 
S-1,3-glucanase dans les plantes inoculées. Cependant cette 
stimulation est toujours plus précoce dans les interactions 
inc~patibles que dans les interactions compatibles. Dans le premier 
cas, la stimulation débute deux jours après le dépôt des spores sur 
les plantes alors qu'on ne l'observe que deux jours plus tard dans 
une interaction compatible lorsque les symptômes nécrotiques de la 
maladie deviennent visibles. Cette observation vient corroborer 
celles obtenues dans les interactions entre Nicotiana tabacum et le 
virus de la mosaïque du tabac où l'augmentation de l'activité 
S-1,3-glucanase est liée à la réaction hypersensible (VOGELI-LANGE et 
1988) et entre la tomate (Lycopersicon esculentum) et 
Cladosporium ful vum ( JOOSTEN et DE WIT, 1989). Une différence de 
stimulation, entre une interaction incompatible et une interaction 
compatible, à déjà été observée pour d'autres réactions de défense, 
, notament en ce qui concerne la production de chitinase (VOGELI-LANGE 
et al., 1988) et de HRGP (SHOWALTER A.M. et al., 1985). On peut donc 
supposer que, de la précocité de la réponse de la plante, peut 
dépendre le résultat de l'interaction. 
La chro~atographie d'échanges cationiques d'extraits foliaires 
de haricots PrR et PrS, obtenus trois et quatre jours après 
l~inpculation des plantes par C. lindemuthianum race S, fait 
apparaître que les augmentations d'activité S-1,3-glucanase sont dues 
1 à 1 1 apparition de deux nouvelles formes enzymatiques non décelées 
dans les tissus sains. 
\ 
Dans le but de préciser l'origine de ces nouvelles enzymes, j'ai 
analysé l'activité S-1,3-glucanase secrétée par C. lindemuthianum 
race S en culture pure sur milieu renfermant des parois isolées 
d'hypocotyles de haricot PrS comme source de carbone. Cette activité 
est éluée en électrofocalisation en un seul pic focalisant à un pH de 
· 4, 2, largement inférieur au pH du tampon d I élut ion de la colonne 
''i'.'~ ,,. ,, 
-~,. '· 
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d'échanges cationiques. Elle ne se fixe donc pas sur cette colonne. 
Ces résultats incitent à penser que les deux nouvelles isoformes 
d'enzymes à activité ~-1,3-glucanase ont pour origine la plante hôte 
plutôt que le champignon. Ceci s •·accorde avec le fait qu I elles 
apparaîssent plus tôt dans le cas de l'interaction incompatible que 
compatible. 
Ces protéines, produites lors de l' "attaque" par un pathogène, 
son à rapprocher des "PR" protéines décrites dans la littérature. En 
effet, des PR protéines à activité ~-1,3-glucanase ont été signalées 
dans di verses interactions, essentiellement chez le tabac où l'on 
trouve quatre "PR" protéines ayant une activité ~-1,3-glucanase 
(KAUFFMANN et al., 1987), chez la pomme de terre, capable de produire 
deux "PR" protéines basiques à activité ~-1,3-glucanase (KOMBRINK et 
al., 1988) et deux "PR" protéines à activité glucanase chez la tomate 
(JOOSTEN et DE WIT, 1989). 
Pour mieux cerner l'importance et le rôle des différentes 
enzymes ayant une activité ~-1, 3-glucanase, tant pour les formes 
constitutives que pour les formes élicitées, j I aborderai dans le 
, chapitre suivant· leur purification et leur caractérisation. 
\ 
. . 
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CHAPITRE II 
PURIFICATION ET CARACTERISATION DES p-1 2 3-GLUCANASKS CHEZ LE 
HARICOT Processor. 
Introduction 
Des enzymes capables d'hydrolyser les a-1, 3-glucanes existent 
chez de nombreux végétaux supérieurs et sous diverses formes. C'est 
ainsi qu'ont été caractérisées des a-glucosidases (AGRAWAL et BAHL, 
1967; MURRAY et BANDURSKI, 1971; CLINE et ALBERSHEIM, 1981; BOUCAUD 
et al., 1987), des exoglucanases (VILLA et al., 1976, BOUCAUD et al., 
1987) et des endoglucanases (ABELES et al., 1970; MANNERS et WILSON, 
1974; BALLANCE et MANNERS, 1978; WONG et MACHLACHLAN, 1979; CARRASCO 
et al. 1983, KEEN et YOSHIKAWA 1983, BOUCAUD et al. 1987). Ces 
hydrolases peuvent avoir des pl acides ou basiques (MANNERS et 
WILSON, 1974; KAUFFMANN et al., 1987; MAUCH et al., 1988a). 
Pour approcher le rôle des a-1, 3-glucanases dans 1 1 interaction 
P. vulgaris C. lindemuthianum, il est nécessaire d'étudier 
séparJment les différentes formes présentes constitutivement chez le 
-~'- -. végétal, ainsi que celles apparaissant suite à une inoculation chez 
les variétés résistantes et sensibles au pathogène. Ceci fait l'objet 
de ce second cha1 itre. 
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A) P-1,3-glucanases constitutives du haricot Processor. 
Dans le chapitre précédent, j'ai constàté que la plante hôte 
présente constitutivement deux fractions p~otéiques ayant une 
activité ~-1,3-glucanase. L'une n'est pas retenue lors de la 
chromatographie sur la colonne d'échanges cationiques et la seconde 
es éluée par une force ionique élevée (0,45 Men NaCl) (fig 3a). 
1) Purification de l'activité 8-1 1 3-glucanase extraite dans 
l'eau et non retenue par chromatographie d'échanges cationiques 
100 g de limbes de haricots (var Processor sensible ou 
résistant), âgés de 10 jours, sont broyés au mortier en présence de 
10 g de polyclar AT et de 8 g de sable de Fontainebleau dans 1 1 
d'eau distillée. Le broyat est centrifugé à 15 000 g pendant 20 min. 
, Le culot est éliminé, le surnageant constitue l'extrait enzymatique 
brut. Celui-ci subit une précipitation fractionnée au sulfate 
d I ammonium ; le précipité obtenu entre 45% et 85% de saturation en 
sulfate d'ammonium est repris par 40 ml de tampon Tris-HCl (5 mM - pH 
7,5) puis dialysé contre 5 1 de ce même tampon. 
Le précipité protéique est ensuite chromatographié sur une 
col9nne échangeuse d'anions (fig 5). L'activité, éluée par du tampon 
I'::. Tris-HCl (10 mM - pH 7, 5 - 0 ,.3 M en NaCl) est collectée puis ammenée 
à 50% de la saturation en sulfate d'ammonium avant d'être déposée sur 
une colonne d\ interaction hydrophobe. Les fractions actives éluées 
par le tampon Tris-HCl (pH 7, 5 - 10 mM), saturé à 20% en sulfate 
d'ammonium (fig 6) sont concentrées au moyen du système centricon 10 
(Amicon) jusqu'à obtenir un volume de 2, 5 ml qui est déposé sur la 
colonne de filtration moléculaire S200 superfine. Le profil d'élution 
est donné dans la figure 7. L'activité ~-1,3-glucanase est éluée en 2 
t 
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figure 7 
a) Chromatographie de filtration moléculaire de l'activité 
enzymatique éluée de la colonne d'échange hydrophobe et 
concentrée au moyen de centricon ClO. 
b) Courbe d'étalonnage de la colonne de filtration moléculaire 
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figure 8 
chromatograohie d'affinité de l'activité GCl 
après filtration moléculaire. 
a) ?ixation 
b) 40 ml de tampon acetate 10 mM, pH 5,2 
c) 40 ml Il Il 50 nu\f, pH - ? .J, -
d) 40 ml Il 50 mM, pH - 7 .J, - ' 
0, lM en NaCl 
E.xtrai t brut 
NH4.,.4§ï.-85ï. 
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pics ayant des volumes d' élution respectifs de 151 ml et 185 ml 
correspondant à des PM de 52000 et 23000 daltons, représentant les 
glucanases constitutives 1 et 2 (GCl et GC2). Les fractions contenant 
GCl et GC2 sont dialysées et concentrées au moyen du système 
centricon 10 (Arnicon) avec du tampon Tris-HCl 5 rnM. 
Au cours de ces différentes étapes de purification aucune 
activité ~-glucosidase n'est éluée en même temps que l'activité 
~-1,3-glucanase. 
Seul, le pic majoritaire GCl est purifié ultérieurement. 
L'extrait est déposé sur une colonne d'affinité d' "Epoxy activated 
Sépharose 6B" sur laquelle est greffée de la larninarine. L'activité 
enzymatique est éluée par du tampon acétate (50 rnM - pH 5,2 - 0,1 M 
en NaCl) (fig. 8). L'activité enzymatique correspond à l'élution d'un 
pic protéique. Les étapes de purification, le pourcentage de 
récupération et les facteurs de purification sont résumés dans le 
tableau 5. GCl et GC2 ont respectivement été purifiées plus de 580 
fois et plus de 210 fois. 
tableau 5: Tableau de puirfication des ~-1,3-glucanases 
constitutive~, extractibiës dans l'eau, de haricots PrR et PrS. 
Acti_vi té (lgl ucanase Protéines Activité s~éci fi que volu:ne ., Facteur f, 
nkat /ml mg/ml nkat/rng de ~ro+-Oi nec ml récupéré de purification 
0,9833 1,224 0,068 800 100 
0,5 2,-38 0,21 8C 61 3,1 
1,683 1, 77 0,951 24 61 13,9 
\ 
0,6 o, 173 3, 46-9 24 22 51 
l Séahacryl S2ùü GC1 1 • 2,6 0,175 14,85 2,5 10 269,4 
( et concenlration} GC2 0,633 0,044 14,37 2~3 2,4 211,3 
Affinité GC1 0,52 0,013 40,00 10,5 9 588,3 
-~,. ,, 
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L'électrophorèse en conditions dénaturantes de GCl et GC2 après 
leur dernière étape de purification montre que ces enzymes ne sont 
pas pures (fig 9). Toutefois, pour ~'extrait protéique GCl purifié, 
on observe une bande majeure correspondant jJ. un PM de 26 Kd qui 
pourrait relever de la protéine à activité glu~anase. 
6 5 4 3 2 1 PM 
~ 
~57,2 
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~42,9 
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figure 9 
Electrophorèse en conditions dénaturantes des extraits GCl et 
GC2 au cours des différentes étapes de purification. 
1) Extrait Brut (4µg). 
2) (NH4 )2so4 45%-85% (4µg). 
3) Chromatographie d'échanges anioniques (4µg). 
4) GCl après filtration moléculaire (1,5µg). 
5) GCl après chromatographie d'affinité (0,8µg). 
6) GC2 après filtration moléculaire (1,2µg). 
A ce stade de la purification, je n I ai pu mettre en évidence 
aucune différence entre les ~-1,3 - glucanases issues de haricots PrR 
et PrS pour les deux enzymes GCl et GC2. 
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figure 11 
Chromatographie d'échanges cationiques 
de l'activité non soluble dans le milieu 
aqueux des ~1~-glucanases constitutives 
de haricots PrR sains. 
Chromatographie sur hydroxylapatite 
de l'activité ~-1,3-glucanase 
constitutive retenue sur la colonne 
d'échanges catoniques. 
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2) Purification de l'activité P-1 2 3-glucanase non extraite 
dans l'eau et retenue par échange cationique 
Cette activité n'est pas solubilisée lors d I un broyage dans 
l'eau. Ce traitement initial sera cependant eff~ctué afin d'éliminer 
des pigments et des protéines dont GCl et GC2, facilitant ainsi la 
purification ultérieure. 
50 g de limbes de haricots âgés de 10 jours sont broyés au 
mortier dans 500 ml d'eau distillée en présence de polyclar AT (5g) 
et de sable de Fontainebleau (4g). Le culot obtenu après 20 min d~ 
centrifugation à 15000 g est repris par 500 ml de tampon acétate (pH 
5, 2 - 50 mM - 1 M en NaCl). On braye 10 min au mortier et on 
centrifuge comme précédemment. Le surnageant représente 1 1 extrait 
brut. Celui-ci est soumis à une précipitation fractionnée au sulfate 
d'ammonium et le précipité obtenu entre 45% et 85% de saturation en 
sulfate d'ammonium est conservé pour la suite de la purification. Ce 
précipité est repris par 10 ml de tampon acétate ( 20 mM - pH 5, 2) 
puis dialysé contre ce même tampon. La solution, ainsi dialysée, est 
, chromatographiée sur la colonne d'échanges cationiques (fig 10). Les 
fractions actives (GC3) sont éluées par un gradient en NaCl de O à 
0, 6 M dans le tampon acétate 20 mM (200 ml). A ce pic d'activité 
~-1,3-glucanase se superpose un pic d'activité a-glucosidase. Les 
fractions ( 32 à 38), ayant la double activité a-1, 3-glucanase et 
glucosidase, sont réunies et dialysées 4 h contre du tampon phosphate 
monopotassique phosphate dipotassique (5 mM pH 6,8) puis 
chr9.matographiées sur une colonne d 'hydroxylapatite (fig 11). Les 
fractions ( 44 à 48) actives sont réunies et dialysées contre du 
tampon acétate pH 5,2 puis concentrées à l'aide du système centricon 
10. 
Une partie de l'extrait enzymatique est déposée sur la colonne 
de filtration moléculaire (Séphacryl S200). Les activités 
a-1, 3-glucanase et a-glucosidase sont éluées en un même pic ayant 
comme volume d'élution 142 ml correspondant à un Kav de 0,202. 
t ~~ ., 
f"'v 
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tableau 6: Tableau de purification de GC3 extraite de haricots PrR (ou PrS). 
Activité nkat/ml prothnes Activit~ spécifique volume l. 
glucanase glucosidase ag/ml nkat/mg de protéines 111 rkupéré 
glucan. glucosid. glucan. glucos. 
E.v.trai t brut 0,180 0,682 0, 115 1,56 C' q-J, ,.) 500 100 100 
NH4 457.-85i. 1,33 3,11 0,334 3,98 ,t 9!30 30 44 27 
S Sépharose 0,762 1,14 0,034 22,41 33,53 "7C 30 12 .)J 
Hydraxylapatite 0,4 0,48 0,0%2 64,51 72, ':il ')C L.J 12 3,6 
Séphacryl 52~0 ~ 17~ - 0,20.7 0,~M 43,2 51,7 "'IC 4,S 1,S l.,;,J.,\.o· •" J 
figure 13 
Electrophorèse en conditions dénaturantes des extraits 
protéiques GC3 aux différentes étapes de purification . 
1) Extrait brut.(4µg) 
2) GC3 après chromatographie 
d'échanges cationiques.(O,Sµg) 
3) GC3 après chromatographie 
sur hydroxylapatite.(0,8µg) 
. 3 2 1 
:-·· --,~ --·· 
.:_ _. , ' .. 4:-~2t§): 
Facteur 
de purification 
glucan. glucos. 
1 1 
? c, 
-,.J 1 1,57 
14,3 5,65 
41,3 12,24 
27,7 8,7 
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GC3, possédant une activité a-glucosidase et 
a-1,3-glucanase, a un PM de 68000 daltons (fig 12). 
une activité 
Les différentes étapes de purification sont résumées dans le 
tableau 6. 
L'activité spécifique de GC3 diminue -~près la colonne de 
filtration moléculaire (tab 6). C'est pourquoi nous utiliserons 
l'extrait enzymatique après la chromatographie sur colonne 
d 1 ~droxylapatite pour 1 1 étude ultérieure des caractéristiques de 
cette enzyme. 
Analyse du pic GC3 sur gel d'electrophorèse 
L'électrophorèse, en conditions dénaturantes, des fractions 
actives, obtenues après la colonne d'hydroxylapatite met en évidence 
deux bandes majeures de PM 67000 et 33500 dalton (fig 13). Un des 
poids moléculaires (67000 d) est similaire . à celui d'une glucosidase 
pariétale du soja (69000 d) ayant la double activité a-1,3-glucanase 
et a-glucosidase (CLINE et ALBERSHEIM, 1981). Il est possible que la 
. bande à 33,5 kd soit la forme monomérique d'une protéine, de PM= 67 
kd, formée de deux sous-unités non dissociées dans les conditions 
expérimentales utilisées, soit une protéine contaminante. 
En conclusion, il apparaît d'après ces résultats que les 
har}cots sains var Processor possèdent constitutivement trois enzymes 
capables d'hydrolyser la laminarine: deux a-1,3-glucanases 
extractibles par l'eau (GCl - GC2) et une a-1,3-glucanase possédant 
une activité ~-glucosidase fortement liée aux structures cellulaires 
\ (GC3). 
Les protéines obtenues à partir des deux lignées R et S de 
haricots var. Processor, présentent les mêmes comportements au cours 
des différentes étapes de purification. 
' \,-:. 
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B) Les p-1 2 3-glucanases élicitées lors de l'interaction. 
1) Purification 
Toutes les manipulations sont effectuées à 4°C. 
50g de limbes de haricots PrR récoltés 3 jours après 
l'inoculation sont broyés au mortier en présence de sable de 
Fontainebleau (7g) et de polyclar AT (6,5g) dans 500 ml de tampon 
acétate (50 mM - pH 5,2 - 1 Men NaCl). Le tampon lM en NaCl est 
utilisé pour extraire la totalité des enzymes élicitées, car elles ne 
sont qu'en partie extraites par un broyage dans l'eau. L'extrait 
ainsi obtenu est centrifugé à 15 000 g pendant 20 min. Le surnageant 
(extrait brut) est soumis à une précipitation fractionnée au sulfate 
d'ammonium et le précipité obtenu entre 15% et 85% de saturation en 
sulfate d'ammonium est conservé pour la suite de la purification. Le 
culot est repris par un minimum de volume de tampon acétate (20 mM -
;PH 5,2) et dialysé une nuit dans ce même tampon. Le dialysat ainsi 
obtenu est centrifugé à 1500 g pendant 15 min pour éliminer les 
composés insolubles. Seule GC3 précipite avec le culot lors de la 
centrifugation, les autres formes de ~-1,3-glucanases demeurant dans 
le surnageant. 
1 
Celui-ci est chromatographié sur la colonne d'échanges 
cati9niques. L'activité ~-1,3-glucanase fixée sur la colonne est 
éluée par un gradient en NaCl de O à 0,4 M (fig 14), et résolue en 2 
pics correspondants à deux nouvelles formes d'enzymes: 
~-1,3-glucanase\ élicitées 1 et 2 (GEl et GE2). Celles-ci 
déposées séparément sur l'appareil d'électrofocalisation dans 
gradient d'ampholines pH 9-11 (LKB)(fig 15 a et b). 
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acétate (20 mM - pH 5,2). Les éluats sont appliqués sur une courte 
colonne d'échanges cationiques ( 1, 5 x 2 cm), équilibrée dans du 
tampon acétate ( 10 mM - pH 5, 2). La colonne est ensuite lavée par 
20 ml du même tampon. L'activité ~-1,3-glucanase est éluée par 100 ml 
if 
d'un gradient en tampon citrate-phosphate (pH 7) de 5 mM à 100 mM 
(fig 16a et 16b). Les fractions actives sont dessalées sur une 
colonne de PDlO G25 contre de l'eau, puis lyophilisées. 
Les étapes de purification sont résumées dans le tableau 7. 
Remarque: Les activités enzymatiques de GE2, en fin de 
purification, sont mesurées en présence de 10 µg de BSA dans l'essai. 
En effet, en absence de ce stabilisant GE2 perd 60% de son activité. 
, tableau 7: Tableau de purification des ~-1,3-glucanases GEl et GE2 
élicitées lors de l'interaction incompatible. 
' Activité !gluc31~2 PraUines Activit~ spécifique valu_~ ! Fac:eur 
nka.t/ml ng/!l!l nka.t/mg de praHines il récupérè de purificaticn 
~trai t brut 1,43 0,96 1,49 .w~ 10~ 
; 
Mi4 !S"1.-E-S7. 14 2, 5"7 5,46 30 73,4 
S Séph2rose 6E1 5,08 0. liJ9 46,6 24 2l,3 
S""c:1 2,21 0.243 9, 12 29 11,3 
Eledrnfocalisation EE1 8,57 0,~65 131 7 rn,s 
9-11 + PD10 
S SéphQl .. ase II 
EE2 3,03 0, 115 26,2 7 3,7 
6E1 6,77 0~011 6tF: 6,5 7,7 
6f2 2, L1 0,~37 57,2 a 2!2 
!• 
Les valeurs des facteurs de purification de GEl et GE2 sont 
respectivement de 404 et 38 et les activités spécifiques respectives 
en fin de purification sont de 603 et 57 nKat/mg de protéines. De ces 
1 
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31,3 
6,1 
87,9 
17,6 
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figure 17 _Electrophorèse en conditions dénaturantes des e,xti::ai ts 
protéiques optenus aux différentes étapes de purification de GEl 
(a) et de GE2 (b). 
1) Extrait brut 
2) (NH4)2so4 45%-85% 
S: chromatographie d'échanges cationiques (S sépharose). 
EF: Electrofocalisation. 
(O,x): quantité de protéines (µg) déposées sur le gel après la dernière 
étape de purification (2eme S sépharose). 
Et: protéines étalons. 
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figure 18 
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Electroohorèse en condi~ions natives des extraits protéiques 
optenus aux différentes étapes de pu~ification de GEl (a) ~t de 
GE2 (b). 
-~,. '· 
- 41 ~ 
résultats, on peut déduire nue GE2 nécessite environ 10 fois plus de 
protéines que GEl pour hydrolyser in vitro une même quanti té de 
laminarine. De ce fait, GE2, qui correspond à la part la plus faible 
de l'activité ~-1,3-glucanase éliëitée, représente une quantité 
protéique beaucoup plus grande que GEl, dans la plante inoculée. 
2) Electrophorèse des protéines aux différentes étapes 
de leur purification. 
Les électrophorèses en conditions natives montrent que les deux 
protéines GEl et GE2 ont été purifiées à homogénéité et présentent 
des migrations électrophorétiques différentes (fig 18). En conditions 
dénaturantes, ces deux enzymes donnent respectivement des PM de 36,5 
et 36 Kd (fig 17). Les deux protéines purifiées ne donnent ·qu'une 
seule bande pour des quantités croissantes de protéines déposées sur 
les gels d'électrophorèse (fig 17 et 18). 
Les poids moléculaires estimés à partir des gels 
d'électrophorèse sont proches de ceux obtenus pour des 
~-1,3-glucanases basiques de pois (33500 et 34300 d) (MAUCH et al., 
1988a), de soja (33000 d) (KEEN et YOSHIKAWA, 1983), de tabac 
(33000 d) (KAUFFMANN et al., 1987). 
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figure 1~: 
Représentation · sèlon LINEWEAVER et BURK de la vitesse 
d'hydrolyse de la. laminarine par GCl, GC2, GCJ ( a) et GEl, GE2 
(b) en fonction de la concentration en substrat (mg/ml) du milieu. 
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C) Propriétés des B-1 1 3-glucanases constitutives et élicitées de 
haricots PrR. 
Les propriétés des protéines co~stitutives, bien qu'elles soient 
incomplètement purifiées, ont été étudiées dans un but de comparaison 
avec les enzymes élicitées. 
1) Km 
Méthode de calcul: Les constantes michaéliennes sont calculées 
après transformation des données selon la méthode de LINEWEAVER et 
BURK (1/v et 1/s). Les valeurs de Km et de Vmax sont obtenues après 
l'obtention des droites de régressions linéaires 1/v = A 1/ s + B. 
Lors du calcul des divers Km apparents, obtenus selon la méthode 
de LINEWEAVER et BURK, avec de la larninarine comme substrat, on 
observe que GCl, GC2, GC3, GEl et GE2 sont des enzymes de type 
michaélien (figure 19). GCl, GC2, GC3 et GE2 ont une affinité pour l a 
' laminarine du même ordre de grandeur avec des Km respectifs de 0,42, 
0,93, 0,78 et 0,53. GEl avec un Km de 5,54 a une affinité environ 10 
fois plus faible pour la larninarine. Les vitesses maximum d'activité 
' enzymatique calculées sont identiques pour les trois enzymes 
constitutives. Par contre GEl présente une activité maximum environ 
2,5 fois supérieure aux enzymes constitutives et 4 fois supérieure à 
l'activité maximum calculée pour GE2 (figure 19 et tableau 8 ). 
tableau 8: tableau récapitulatif des valeurs des Km et des vitesses 
maximales (Vmax), obtenus après un calcul statistique, 
pour l'hydrolyse de la larninarine, des ~-1,3-glucanases de 
haricots PrR. 
ENZYMES 1/Km Km_l 1/Vmax Vmax 
mg. ml nrnoles/s 
GCl 2,4 0,42 0,59 1,7 
GC2 1,07 0,93 0,61 1,65 
GC3 1,27 0,78 0,55 1,8 
GEl 0,18 5,54 0,22 4,55 
GE2 1,87 0,53 0,91 1, 1 
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0,5 
0,25 
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figure 20: 
Représentation selon LI~EWEAVER et BURK de · la vitesse 
d'hydrolyse du PNPG par GC3 en fonction de la concentration en 
substrat et selon la quantité de laninarine présente dans le 
milieu réactionnel (0, 0,25 et 0,5 mg de laminarine par ml). 
Km À 
0.5 
[i] 
-Ki= o,.506 
fig~re .21 
Droite âe régression de la valeur du !<.m aooarent de GCJ en 
fonction de la concentration en laminarine · c[mg/ml]) dans le 
milieu réactionnel. Pour Km apparent= 0, (i]= -Ki. 
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GC3 ayant une double activité a-1,3-glucanase a-glucosidase, le 
Km avec le PNPG connne substrat a été calculé, sa valeur est de 0,172 
mM (figure 20 et tableau 9). La laminarine a un effet inhibiteur sur 
l'activité a-glucosidase. Le Ki d' iphibition de la laminarine pour 
l'activité a-glucosidase est de 0,50 mg/ml (figure 21),l'inhibition 
est de type compétitif. Le Ki est de même ordr~ de grandeur que le Km 
... 
de l'enzyme avec la laminarine connne substrat. On peut donc supposer 
que l'enzyme possède un seul site actif pour les deux substrats, la 
laminarine et le PNPG. 
tableau 9: 
Tableau récapitulatif des valeurs des Km apparents (Km ) de GC3, 
app 
, obtenues par calcul statistique, avec connne substrat le PNPG, en 
présence de laminarine dans l'essai enzymatique. 
Laminarine 1/Kmapp Kmapp 
mg/ml (""11 ) 
0 5,81 0,17 
0,25 3,74 0,27 
0,50 2,90 0,35 
\ 
Cette hypothèse est confirmée lors de l'étude de l'inhibition de 
l'activité enzymatique de GC3 par le 1,5-Dgluconolactone: 
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tableau 10: 
Dglucono-1,5-lactone: [mM] activité enzymatique 
~-1,3-glucanase Bglucosidase 
0 
1 
2 
10n 100 
23 19 
12 12 
Effet inhibiteur du 1,5-Dgluconolactone sur les activités 
~-1,3-glucanase et ~glucosidase de GC3. Les activités enzymatiques 
sont exprimées en% de l'activité initiale. \ 
O-OGC1 
•-•cc2 
6.-.6.GC3 
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O-OGC1 
e-•GC2 
D.-6GC3 
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( oc) 
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1 figure 22 
t 
~· f"v' 
~ . 
pH 
Activité enzymatique des r3-1,3-glucanases de haricot PrR en 
fonction de la température (a) et du pH (b) du milieu 
réactionnel. L'activité enzymatique est e~primé en 7a du maximum 
obtenu. 
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La 1, 5-Dgluconolactone est connu pour inhiber fortement les 
protéines à activité glucosidase et d'une manière beaucoup plus 
faible les exoglucanases (REESE et al., 1971). L'étude de l'effet 
inhibiteur montre un effet identi'que sur les deux activités 
~-1,3-glucanase et glucosidase (tab 10). Cette inhibition similaire 
laisse supposer un site actif identique pour · ... _les deux activités 
enzymatiques. 
2) Conditions optimales de mesure des activités 
enzymatiques 
a) température: 
Les glucanases du haricot PrR ont des activités optimales à des 
températures élevées de 50°C pour GC2, GEl et la glucosidase, de 45°C 
~our GE2 et 60°C pour GCl (figure 22a). Seules les ~-1,3-glucanases 
élicitées manifestent, lors de la mesure à 30°C, plus de 50% de leur 
activité par rapport à l'activité maximum obtenue. 
b) pH: 
L'influence du pH du milieu sur la vitesse de réaction 
enzymatique est étudiée en utilisant du tampon citrate-phosphate 
pouvant couvrir une large gamme de pH. Les différentes glucanases 
sont actives dans une zone de pH allant de 5 à 6,2 avec un maximum 
pour ~a plupart se situant à pH 5,2 (figure 22b). 
3) Stabilit~ des enzymes 
a) effet de la température: 
La stabilité thermique des enzymes est étudiée en présence de 
BSA (10 µg/ml) lors de l'incubation des protéines aux diverses 
t'empératures. 
.,_"-
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figure 23 
figure 24 
60 120 0 
TEMPS D'INCUBATION (min) 
Stabilité des ~4,3-glucanases de haricot PrR à 30°C et à 50°C. 
L'activité enzymatique est exprimé en% du maximum obtenu. 
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Stabilité des enzymes GEl et GE2 en fonction du pH. 
L'activité enzymatique est exprimée en Ïo du maximum obtenu. 
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La plupart de ces enzymes conservent leurs activités après une 
incubation à 30°C, sauf GEl qui perd 50% de son activité au bout 
d'une heure (fig 23). A 50°C les deux glucanases constitutives GCl et 
GC2 conservent leur activité au bout dë deux heures d'incubation. Par 
contre GEl perd rapidement son pouvoir hydrolytïque et l'activité de 
GE2 décroit régulièrement mais celle-ci conserve· ... tout de même 46% de 
son potentiel d'hydrolyse au bout de deux heures d'incubation à 50°C. 
Quant à GC3, son activité décroit assez rapidement à 50°C ( figure 
23). LI enzyme la moins stable à 50°C, GEl, conserve 92% de son 
activité maximum lorsque 1 1 essai enzymatique est effectué à 60°C 
(figure 22a). En augmentant la température, 1 1 agitation thermique 
permet une hydrolyse plus facile du substrat, qui se traduit par 
une augmentation d I activité. Cette augmentation est limitée par la 
stabilité de l'enzyme. Toutefois, il semblerait que le substrat 
stabilise les ~-1,3-glucanases GC3 et GEl, peu stables à 50°C. 
b) effet du pH: 
Les glucanases constitutives et la glucosidase montrent une 
bonne stabilité dans les différents tampons utilisés lors de la 
purification, que ce soit à pH 7,5 ou 5,2. La stabilité en fonction 
du p» n'a donc été étudiée que pour les deux enzymes élicitées. 
Les enzymes élicitées GEl et GE2 sont incubées dans du tampon 
citrate - phophate 50 mM de pH 2,5 à 8 pendant 5 h à 4°C avant de 
mesurer l'acti~ité glucanase dans les conditions normales de l'essai. 
Les deux enzymes élicitées GEl et GE2 sont stables pour des pH 
prochy.s de la neutralité (figure 24) et peu stables pour les pH plus 
~~- faibles. 
4) Points isoélectriques 
Le point isoélectrique de GC3 est obtenu par électrofocalisation 
dans un gradient d I ampholines 9-11 ( fig 25 et tab 11). On obtient 
ainsi un pic d'activité ~-glucanase et ~-glucosidase au pH de 10,4 
0 .05 
0 
0,1 
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10 
t tab l eau 
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figure 2·s 
Electrofocalisation de GC3 
après chromatographie 
hydroxylapatite. 
sur 
~1,3- glucanase ( D ---0 ) 
~glucosidase (--e~---e). 
\ 
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figure 26 
Electrofocalisation des extraits 
enzymatiques GCl (D--{]) et 
GC2 (1111---111). 
FRACTIONS 
~ 
Substrat [ mg/ml ] activités enzymatiques 
GCl GC2 GC3 GEl GE2 
Laminarine 0,05 100 100 100 100 100 
( 131,3-glucose) 
Xylan 0,05 0 0 22 0 0 
( B1,4-xylose) 
Pustulan 0,05 0 0 E 0 0 
(B1,6-glucose) 
Nigeran 0,05 0 0 0 0 0 
(al-3,al-4glucose) 
Actigum 1 0,05 0 0 0 0 
(B\3 ~glucose branché en Bl,6 tous les 3 glucose) 
Laminaribiose 0,05 0 0 180 0 0 
(Bl,3) 
BGentiobiose 0,05 0 0 136 0 0 
(~_1, 6) 
Cellobiose 0,05 0 0 75 0 0 
(B.1,4) 
PNPBglucos i de 0,05 0 0 150 0 0 
PNPBgalactos ide 0,05 0 0 0 0 0 
1 
Spécificité de s ubstrat des B-1,3-glucanases du harico t PrR 
Les activités son t exprimées en 7. de la valeur optenue avec 
corrune s ubs trat la lami narine . Le type d ' enchainement des 
différents substrats est donné entre parenthèses . 
-~,. '• 
- 51 -
valeur qui est supérieure à celle trouvée par ClINE et ALBERSHEIM 
(1981) pour une protéine du même type, isolée à partir du soja, ayant 
un pl de 8,9. 
lt 
tableau 11: valeurs des pl des S-1,3-glucanases du haricot PrR. 
' . 
Glucanase GCl 1 GC2 GC3 GEl GE2 
pI 4,6 1 4,2 10,4 10,1 10,5 
Les points isoélectriques de GCl et GC2 sont obtenus par 
électrofocalisation dans un gradient d'ampholines de pH 2,5 à 5. On 
obtient pour GCl un pl de 4,6 et 4,2 pour GC2 (fig 26 et tab 11). Des 
~ pI acides proches de 5 ont déjà été obtenus pour des 
endo-f,3-1, 3-glucanases de tomate (YOUNG et PEGG, 1981) et de pois 
(WONG et MACHLACHLAN, 1979). 
Les points isoélectriques obtenus par électrofocalisation sont 
~espectivement de 10,1 et 10,5 pour GEl et GE2 (fig 14 et tab 11). A 
partir de haricots traités à l'~thylène, certains auteurs ont 
extrait une endo-f,3-1, 3-glucanase ayant un pI de 11 (ABELES et al., 
1970) et 9, 7 (VOGELI et al. , 1988). Ces pl restent proches de ceux 
trouvés pour des f,3-1, 3-glucanases de pommes de terre infectées par 
Phytophtora infestans (pI 9,2 et 9,6) (KOMBRlNK et al., 1988) ainsi . 
que du soja (pl 8, 7 et 10,5) (KEEN et YOSHIKAWA, _1983) et du pois en 
- réponse à une infection fongique (pl 9,15) (MAUCH et al., 1988a). 
!• 
D) Spécificité de substrats 
Les quatre glucanases du haricot PrR ( GCl, GC2, GEl et GE2) 
agissent spécifiquement sur les chaines linéaires de f,3-1, 3-glucane. 
En effet, elles n'hydrolysent ni l'actigum (Satia) (chaine linéaire 
G_C1 GC2 GC3 
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L6 
1: . 
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figure 27: 
Chromatographie sur couche mince des produits d'hydrolyse de 
la laminarine par GCl GC2 GC3 , GEl et GE2. 
ligne A: chromatographie de glucose et laminaribiose (lOµg) 
ligne B: chromatographie de laminarine hydrolysée au TFA. 
Lx (x =là 6) indique le nombre de glucoses contenus dans les 
fragments de laminarine hydrolysée . 
L1 
L2 
L3 
L4 
L5 
L6 
A 
L1 
L2 
B 
~ 
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de a-1, 3-glucane branchée tous les trois glucoses par une liaison 
a1, 6), ni les chaines linéaires de polyosides sui vantes: le xylan 
(a-1,-4Xylose) (Sigma), le nigeran (a-1,3, a-1,4-Dglucose) (Sigma), 
le pustulan (a-1,6-glucose) (Calbiochem). Les résultats confirment 
les activités endoglucanases de ces enzymes car elles n'ont aucune 
action sur les différents dimères testés.(tab 1~}. 
GC3 agit sur toutes les chaines linéaires osidiques ayant des 
liaisons de type a. En effet, seul l'actigurn qui est substitué et le 
nigéran comportant des liaisons de type a, ne sont pas des substrats 
de la glucosidase. Cette enzyme montre une activité préférentielle 
pour les dimères ayant des liaisons de type a (tab 12). 
E) Analyse des produits d'hydrolyse de la lam.inarine sur couche 
mince 
Elle est réalisée selon le protocole indiqué page 18. 
La révélation des chromatogrammes montre que GCl et GC2 sont 
deux endo-glucanases car aucune de ces deux enzymes ne solubilisent 
de glucose dans les premiers temps de réaction. GCl hydrolyse la 
laminarine en donnant essentiellement des oligomères comprenant 2 à 4 
glucoses (fig 27a) alors que GC2 hydrolyse la larninarine en formant 
des chaînes linéaires plus longues, et ne donne que très peu de 
dimè~es et de trimères (figure 27b). 
Lors de la chromatographie des produits d'hydrolyse de la 
laminarine par GC3, seul le monomère est décelable sur la couche 
mince (fig 27c). Cette protéine a donc une activité exo-a-glucanase 
doublée d'une activité a-glucosidase. 
La chromatographie sur couche mince fait apparaitre une activité 
endo-glucanase pour GEl et GE2, aucun monomère n'apparait. Des 
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tableau 13: Méthode d'électrotransfert des protéines sur feuille de 
nitrocellulose et Immunodétection. 
Electrophorèse des ' protéines en conditions dénaturantes 
1 
Electrotransfert à pH 8,3 dans du tampon Tris (25mM) 
glycine (192mM), 207. en méthanol 30 min sous une tension 
constante de 8,5 V/cm2. 
1 
Protéines électrotransférées sur feuille de nitrocellulose 
de 0,2 µm d'épaisseur (Biorad). 
1 
Saturation de la membrane de nitrocellulose dans du tampon 
PBS* -gélatine (3%). 
Addition d'AC de lapin alti "PR" 0 dilué au 1/}000 dans le 
tampon PBS - .}3SA (0,25%) 1 h à 37°C. 
1 
3 rinçages dans du tampon PBS-Tween (0,05%). 
1 
Addition d'AC de cheval, anti immunoglobuline de lapin, co~plé 
à la peroxidase (BioRad), dilué au 1/1000 dans le tampon PBS-
BSA (0,257.:). 
1 
Révélation de l'immunocomplexe dans une solution de 
3-3'diaminobenzidine (DAB) 0,037., H202 0,017. (1 min). 
1 
Séchage de la membrane de nitrocellulose à 25°C. 
* Tampon PBS: Phosphate monopotassique - Phosphate dissodique 
(p H7 - 0,1 M - 3 mM en NaN3 - 0,9% en NaCl). 
figure 28: Irnmunodétection des protéines électrotransférées sur feuille de 
nitrocellulose. 
Les ~-1,3-glucanases (GCl,GC2,GC3,GEl et GE2) au terme de leur 
purification sont soumises à une irnmunodétection de protéines à l'aide d'un 
sérum anticorps, anti PR 110 11 de tabac. 0, 25 µg de chaque extrait p,uri ié 
sont déposés sur les gels d'électrophorèse ainsi que 2 µg de protéin s 
provenant de l'extrait brut (EB). 
GC3 GC1 GC2 GE2 GE1 EB 
!~ 
~-~1°/ 
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oligomères (2 à 7 unités glucoses) sont rapidement décelables lors de 
l'action de GEl et GE2. Les deux enzymes semblent avoir une action du 
même type sur la laminarine (fig 27 d et e). 
F) Etude sérologique des a-1 2 3-glucanases du haricot PrR. 
L'étude sérologique est effectuée au moyen d'un sérum anticorps 
de lapin anti "PR" protéine O ( fourni par le Dr FRITIG). La protéine 
"PR" 0 a été purifiée à partir du tabac (KAUFFMANN et al., 1987). 
Cette protèine possède une activité a-1,3-glucanase et appartient à 
un groupe sérologique composé de trois "PR" protéines à pl acide et 
cl I une "PR" protéine basique possédant la même activité enzymatique. 
Les techniques d'immunodétection utilisées sont décrites dans le 
tableau 13 ci-contre et dérivent de c.elles préconisées par BENHAMOU 
et al., (1987). 
Après électrotransfert sur feuille de nitrocellulose des cinq 
fractions GCl, GC2, GC3, GEl et GE2 (0,5 µg de protéine) en fin de 
purification, les deux nouvelles formes d'enzymes GE! et GE2, 
apparues suite à l'inoculation des haricots PrR par des spores de C. 
lindemuthianum~ sont immunodétectées par le sérum anticorps anti "PR" 
0 (fig 28). Les a-1,3-glucanases élicitées possèdent donc des 
relat~ons sérologiques avec les a-1,3-glucanases de tabac (Nicotiana 
f'~. tabacum cv Samsun NN) qui sont . stimulées lors de l'infection par le 
Jirus de la mosaïque du tabac (KAUFFMANN et al., 1987). Dans 
l'échantillon GC~ sont présentes des protéines immunodétectées par le 
sérum. 
' 't: . 
·i 
1 
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tableau 14: Méthode d'obtention des séquences d'acides aminés de~ 
protéines GEl et· GE2. 
Les deux échantillons GEl et GE2 après 
repris par une solution d'acide acétique à 5%. 
leur purification sont 
Les échantillons ainsi 
préparés subissent un séquençage protéique d'après le protocole suivant: 
1) HPLC phase réverse C4, séchage sous vide. 
2) Digestion trypsique: 24 h à température ambiante. \ 
3) Les peptides sont séparés par HPLC phase réverse Cl8 dans un gradient 
acétonitrile-eau-TFA. 
4)Séquençage des peptides obtenus 
(Séquenceur, Applied Biosystem modèle 470A, couplé à un analyseur de 
PTH aminoacide, Applied Biosystem modèle 120A). 
figure 29: 
·:.;;,; 
Homologie des séquences d'acides aminés entre les ~-1,3-endoglucanàses 
GEl, GE2 et une séquence de référence (1) de ~-1,3-glucanase de tabac. 
54 67 110 126 179 
(1) LYDPNHGALQALK--------KYIAVGNEISPVTGTSY------WFTDPIVGFLRDTRAP---
GEl 
GE2 
IYXPNPGVLGAL 
- - - - -
LYDPXQAALQALR YIAGVNXVSPVGGSE YLDPIIXLXYASA 
(1) Séquence de référence de ~-1,3-glucanase de tabac (SHINSHI et al., 
1989). 
Les acides aminés soulignés correspondent aux séquences homologues. 
r, 
' 
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G) Séquences d'acides aminés des protéines GEl et GE2. 
Les séquences N-terminales des '·protéines GEl et GE2 n'ont pu 
être obtenues car ces protéines ont leurs terminaisons NH2 bloquées, 
comme c'est le cas pour d'autres ~-1,3-glucanasa~ déjà caractérisées 
(VAN DEN BULCKE et al., 1989). Une digestion trypsique de ces 
protéines permet d'obtenir des séquences internes que 1' on pourra 
ali~er et comparer avec la séquence d'acides aminés de 
~-1,3-glucanase de tabac déterminée par SHINSHI et al. (1989). 
Les séquences ont été effectuées, en collaboration avec Sanofi 
Elf Bio Recherche à Labège, par Mr GUILLEMOT selon le protocole 
décrit ci-contre. 
Des séquences de peptides internes présentent de fortes 
homologies avec des parties de la séquence présentée par SHINSHI et 
al. (1989), correspondant à une ~-1, 3-glucanase basique vacuolaire 
, (VAN DEN BULCKE et al., 1989) de tabac, utilisée comme séquence de 
référence. Ceci confirme que les deux protéines séquencées sont bien 
des ~-1,3-glucanases. De plus, l'étude analogique montre que les deux 
: ~-1,3-endo-glucanases GEl et GE2 du haricot PrR sont codées par deux 
gènes différents. En effet, ces deux protéines présentent une 
séquence différente pour un peptide s'alignant au même endroit de la 
séquence de référence (fig 29). 
t· CONCLUSION 
Les jeunes plants de haricots · PrR et PrS sains présentent 
constitutiveme1\t trois enzymes ayant une activité ~-1,3-glucanase. 
,'< L'une a un caractère basique, elle a une activité 
~-glucosidase et est extraite seulement par un tampon de forte force 
ionique. Ceci laisse supposer que cette enzyme est fortement liée à 
. ,\ 
·t: . l\ 
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une structure cellulaire, pouvant être la paroi. Elle a une forte 
similitude avec: 
une enzyme extraite à partir de parois cellulaires de soja 
(CLINE et ALBERSHEIM, 1981) qui en dehors des activités hydrolytiques 
possède aussi une activité transglycosylase. 
une exo-glucanase à activité glucosidase, extraite de feuilles 
d'atriplex (BOUCAUD et al., 1987). 
Cette protéine pourrait jouer un rôle dans l'élongation des 
paro · s cellulaires des plantes saines. L'implication d'enzymes, à 
activité ~-glucosidase, dans de tels processus a été mise en évidence 
chez le pois par MURRAY et BANDURSKI (1975). 
Dans l'interaction hôte-parasite elle pourrait être impliquée 
dans des dépôts de callose, observés chez le soja, donc dans la 
défense (BONHOFF et GRISEBACH, 1988). En effet de telles enzymes 
possèdent parfois une activité transglycosylase (CLINE et ALBERSHEIM, 
1981). 
-/( Les deux autres ont des pl acides et sont extraites par un 
broyage dans l'eau. Elles présentent une activité endo-glucanase. 
Des ~-1,3-glucanases à pl acides sont présentes chez d'autres 
'. végétaux supérieurs tels que le pois (WONG et MACHLACHLAN, 1979) et 
la tomate (YOUNG et PEGG, 1981). Ici, elles représentent environ 1/3 
de l'activité et sont des endo-~-1,3-glucanases. Ces enzymes 
constitutives GCl et GC2 ont des caractéristiques proches des "PR" 
protéines acides, par leur solubilité, leur poids moléculaire, leur 
pl et leur activité catalytique. Ces "PR" protéines acides à activité 
glucanase ont été caractérisées chez le tabac (KAUFFMANN et al. , 
1987), la tomate (JOOSTEN et DE WIT, 1989) et le haricot (AWADE et 
al., 1989). Toutefois, contrairement aux PR protéines, GCl et GC2 se 
trouvent dans la plante saine et ne sont pas stimulées dans les 
premiers temps \ de l'interaction incompatible étudiée. Ces résultats 
sont en contradiction avec les travaux cités précédemment. Il est 
possible que chaque plante, bien que possédant des enzymes 
similaires, dispose pour celles-ci de sytèmes de régulation qui 
leurs sont propres. 
-~,. '• 
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Ces enzymes constitutives pour aient jouer un rôle déterminant 
dans la défense non hôte ou dans la reconnaissance d'un pathogène en 
libérant des oligosaccharides éliciteurs à partir des surfaces 
mycéliennes du champignon , cette hypothèse sera discutée dans le 
chapitre suivant. Ce rôle supposé pour ces enzymes constitutives, 
serait d'autant plus probable si ces protéinès s~ situaient au niveau 
des premières barrières opposées au pathogène, c'est à dire au niveau 
des parois cellulaires ou dans les espaces intercellulaires (FINK et 
al., 1988). 
Lors de l'interaction haricot- C. lindemuthianum deux nouvelles 
protéines à activité S-1, 3-endo-glucanase sont décelables dans la 
plante et ceci plus rapidement lors de l'interaction incompatible que 
l'interaction compatible. Ces deux protéines ont été purifiées à 
homogénéité et des séquences de peptides internes ont été 
déterminées. Ces protéines ont des pl basiques, ont de faibles PM et 
des activités enzymatiques optimales dans des tampons acides. Ces 
, caractéristiques ont déjà été données pour deux PR protéines de pomme 
de terre (KOMBRINK et al. , 1988), une de tabac (KAUFFMANN et al. , 
1987) et deux de pois (MAUCH et al., 1988a) et ainsi que pour des 
'. S-1,3-glucanases de seigle (BALLANCE et MANNERS, 1978), de tabac 
(FELIX et MEINS, 1985) et de soja (KEEN et al., 1983). Par contre, 
une seule des deux enzymes purifiées (GE2) présente une forte 
stabilité à la température comme les glucanases d'autres plantes 
(BALLANCE et MANNERS, 1978, KEEN et al., 1983, KOMBRINK et al., 
1988). 
Les séquences obtenues après digestion trypsique de GEl et GE2 
montrent que ces deux enzymes sont codées par des génes différents. 
Dans la première partie de ce travail, nous avons constaté que 
le champignon I\athogène Ç..=_ lindemuthianum est capable de produire une 
enzyme à activité ,13-1, 3-glucanase. Une étude plus approfondie de 
celle-ci nous permettrait de comparer une enzyme d' "attaque" du 
microorganisme pathogène aux enzymes supposées de "défense" de la 
plante, caractétisées dans ce chapitre. Lors d'études préliminaires, 
j'ai constaté que cette ,13-1, 3-glucanase d'origine fongique a des 
't:. 
1\ 
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comportements chromatographiques proches de GCl et GC2, ce qui 
complique sa détection dans l'interaction compatible. 
Dans la dernière partie de ce i~avail, j'aborderai l'étude de 
l'implication éventuelle de ces enzymes dans la' défense des haricots 
PrR contre l'anthracnose. 
\ 
t. 
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CHAPITRE III 
ETUDE DU ROLE DES P-1,3-GLUCANASF.S DANS LA ·DEFENSE DES HARICOTS 
CONTRE L'ANTHRACNOSE. 
..._ 
Introduction 
La dernière partie de ce travail consiste en une approche du 
rôle que pourraient jouer, dans la défense, les diverses 
~-1,3-glucanases du haricot. 
Des travaux antérieurs ont montré que des ~-1,3-glucanases 
isolées de pois sont capables d'hydrolyser des parois extraites de 
champignons pathogènes (MAUCH et al., 1988b). Dans des cultures de 
cellules de persil, ces enzymes peuvent être élicitées par des 
fragments de parois de Phytophthora megasperma (KOMBRINK et 
.JIAHLBROCK, 1986). Certaines ~-1,3-glucanases, présentant des pl 
acides, ainsi que des chitinases, ont été caractérisées dans les 
espaces intercellulaires de feuilles de cotonniers (FINK et al. , 
1988) et de feuilles de tomates inoculées par Cladosporium fulvum 
(JOOSTEN et DE WlT, 1989); d'autres, présentant des pl basiques, se 
situent dans les espaces intercellulaires de feuilles de pommes de 
terre inoculées par Phytophthora infestans (KOMBRlNK et al., 1989). 
Ce~ ~uteurs émettent l'hypothèse qu'une accumulation de ces enzymes 
au site de pénétration du pathogène, pourrait jouer un rôle important 
'dans la défense de la plante dans les interactions hôte - parasite. 
Compte tenu \de ces di verses observations j I ai, au terme de ce 
travail: 
~·, analysé les capacités hydrolytiques de ces enzymes vis à vis de 
parois cellulaires isolées du champignon pathogène, C. 
lindemuthianum, 
,-
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tableau 15: Description des techniques d'hydrolyse de parois 
cellulaires. de C. lindemuthianum race '3. 
Essai 
Enzyme 5 nKat 
Parois 120 mg 
Tampon* 1,2 ml 
BSA mg/ml 0,3 ml 
eau qsp 6 ml 
Témoin 
dénaturée 
120 mg 
1,2 ml 
0,3 ml 
6 ml 
* acétate de sodium -
acide acétique lM pH 5,2 
\ 
L'hydrolyse enzymatique est effectuée à 50°C sous agitation ~ 
magnétique constante. A différents temps d'hydrolyse, 0,7 ml dé 
milieu réactionnel sont prélevés et centrifugés 5 min à 12500g. 
Le pouvoir réducteur apparu est dosé sur 0,5 ml du .surnageant. 
250 o- o TEtv1011'l 
• -- • ('· ('· ·1 
'--:, . .._., 
22!:1 /j_--n GC2 
.6.--.t..GC,:, 
o--o(;E1 200 -
1 
·1 
1 
·1 
• --• t··.Er) ,.J L 
75 
.SI] 
25 -
00 -
75 
50 -
2::, 
I] 
.. -, 
' 1 '~ .. ciO ·9(1 ·1 Q,(l \._., ·-
· ... 
TEtv·1 F'S ( rn in) 
figure 30: Hydrolyse des parois cellulaires extraites de~ 
lindemuthianum race '3 par les '3-1,3-glucanases de 
haricots PrR. (les valeurs correspondent à la moyenne 
de 3 expérimentations différentes). 
2 10 
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* effectué une recherche de leur présence au ni veau des espaces 
intercellulaires, 
* étudié l'évolution des activités S-1,3-glucanases chez des plantes 
hôtes sui te à 1' absorption d' élici teurs·· fongiques. 
A) Hydrolyse de parois mycéliennes isolées de C. l!n~~!h!él!!~ 
4~ plupart des champignons pathogènes de la famille des 
Adelomycètes possèdent une paroi cellulaire formée essentiellement de 
~-1,3-glucanes ainsi que de chitine (BARTNICKI-GARCIA, 1968). Les 
parois mycéliennes sont donc un substrat potentiel des diverses 
~-1, 3-glucanases du haricot, c'est pourquoi j'ai cherché à savoir 
lesquelles de ces enzymes étaient capables d'hydrolyser les parois 
cellulaires fongiques. Les essais ont été effectués selon le 
~ protocole décrit ci-contre (tableau 15), inspiré de celui de KEEN et 
al. (1983). 
Les résultats font l'objet de la figure 30. 
Celle-ci montre que deux des cinq enzymes à activité S-1,3-glucanase 
(GCl et GEl) sont capables d'hydrolyser significativement les parois 
c~llulaires isolées du mycélium de C. lindemuthianum, race a. 
L'activité de ces deux enzymes vis à vis des parois fongiques 
représente environ 5% de l'activité maximum obtenue avec de la 
laminarine comme substrat. Les autres enzymes présentent une activité 
hydrolytique plus faible difficilement 
conditions de l'expérimentation . 
analysable, dans les 
. Ces enzymes pourraient donc contribuer à ralentir la progression 
!· 
~:;. du champignon en collaboration avec d'autres enzymes hydrolytiques 
telles que des chi tinases. En effet MAUCH et al (1988b) ont pu 
montrer, in vitro, le pouvoir antifongique de S-1, 3-glucanases de 
-~ 
pois, lorsqu'elles sont associées à des chitinases. Ces protéines, 
notamment les glucanases constitutives pourraient aussi solubiliser, 
à partir des parois fongiques, des molécules susceptibles d'éliciter 
des réactions de défense. 
l. 
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tableau 16: protocole d'obtention des liquides de lavage 
intercellulaire (LLI) 
figure 31: 
4 limbes de haricots PrR, provenant de 4 plantes 
différentes, sont immergés dans l'eau distillée 
désionisée pendant 30 min sous vide. \ 
Centrifugation 10 min à 1500 g dans un tube à 
centrifuger équipé d'une membrane de nitrocellulose ,; 
(porosité 20 µm) comme décrit dans la figure 31 ci-dessous. 
' Liquides de lavage intercellulaire (LLI). 
Tube à centrifuger 
Limbes de haricots Pr R 
Membrane cle nitrocellulose. 
LLI 
1, 
-~t '• 
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B) Recherche des P-1 1 3-glucanases au niveau des espaces 
intercellulaires. 
Dans une approche préliminaire de la localisation des 
~-1,J-endoglucanases dans les feuilles de haricots PrR, j'ai utilisé 
une ~chnique qui dérive de celles proposées par DE WIT et SPICKMANN 
( 1982) et JOOSTEN et DE WIT ( 1989). Elle consiste à récupérer le 
liquide de lavage intercellulaire (LLI) des feuilles de haricots 
infiltrées sous vide selon le protocole décrit à la page ci-contre 
( tableau 16). J'ai limité 1' étude de la localisation à la variété 
PrR, la variété sensible perdant l'intégrité de ses structures 
cellulaires lors de l'infection, au moment de la stimulation de 
l'activité ~-1,3-glucanase. 
Pour contrôler qu'aucune protéine cytoplasmique ne contamine le 
liquide de lavage intercellulaire, j'ai dosé dans celui-ci l'activité 
d'une enzyme cytoplasmique: la malate déshydrogénase (MDH). Ce dosage 
;a été réalisé selon le protocole indiqué par VIDAL ( 1981). Aucune 
activité de la MDH n'a pu étre décelée dans les LLI ( tableau 17) 
alors que l'enzyme peut être effectivement dosée dans un extrait 
protéique total obtenu par un broyage dans du tampon lM en NaCl, 
selon la méthode décrite dans le chapitre 1 (p. 19). 
' 
~ 
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tableau 17: Activité a-1,3-glucanase dans les extraits de haricots 
PrR âgés de 10 jours, témoins (Té) et inoculés (In) par 
C. lindemuthianum race a. 
enzymes: 1a1,3glucanasela-glucosidasel MDH · .... 1 protéines 
!activités enzymatique (nKat/g de limbes) l(mg/g limbes) 
Té In Té In Té In Té In 
L.L.I. 0,44 1,69 0,02 0,0271 0,01 0,01 0,43 0,39 
1 
Extrait 
total 4,2 11, 2 2,9 2,6 1150 10,5 10, 9 
(obtenu par broyage dans du tampon acétate pH 5,2, lM en NaCl) 
1) Activité P-1 2 3-glucanase dans les LLI de haricots PrR 
témoins. 
Les feuilles de haricots PrR non inoculés possèdent une activité 
a-1,3-glucanase dans les liquides de lavage intercellulaires. 
L'activité a-g~ucosidase n'a été décelée qu'à l'état de traces dans 
ceux-ci. L'activité enzymatique présente dans les LLI relève donc des 
a-1,3 ~endoglucanases constitutives, solubles, du haricot (tab 17). 
La méthode d'infiltration utilisée permet d'extraire environ 
io% de l'activité a-1,3-glucanase constitutive 
(a-1,3-glucanas\ et ~-glucosidase) soit environ 30% de 
endo-a-1,3-glucanase constitutive, compte tenu que 
totale 
l'activité 
celle-ci 
représente approximativement le tiers de l'activité totale des 
plantes saines. 
Cette localisation extracellulaire permettrait à ces enzymes une 
action directe sur le pathogène, lors de son développement au niveau 
du site de pénétration de ce dernier. 
t 
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figure 32 Activité ~-1,3-glucanase dans les LLI sui t'e à 
l'inoculation de haricots PrR par ç_. lindemuthianum 
race~ et dans des plantes témoins. 
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figure 33: Electrophorèse en conditions dénaturantes des extraits 
1) 
2) 
a: 
b: 
c: 
protéiques des LLI de haricots PrR. 
gels colorés au nitrate d'argent. 
protéines immunodétectées par le sérum anticorps anti PR "O" 
après électrophorèse. 
LLI de plantes témoins. 
LLI de plantes inoculées 
GEl et GE2. 
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2) Activité P-1,3-glucanase dans les LLI après inoculation de 
haricots PrR par C. !i~d~t~i!!fl,!!JD race p. 
Les résultats obtenus font l'objet de la figure 32. 
L'activité S-1, 3-glucanase dans les LLI ·, augmente dès le 
troisième jour après l'inoculation, pour atteindre une valeur plus de 
4 fois supérieure à l'activité présente dans les plantes témoins. 
~ rallèlement à cette augmentation d'activité, il apparaît de 
nouvelles bandes protéiques lors de la révélation des gels 
d'électrophorèse, lorsque celle-ci est effectuée en présence de SDS. 
Une de ces bandes protéiques a un PM de 36 Kd et présente la même 
migration électrophorétique que GE2 (fig 33). L'étude sérologique, 
effectuée comme précédemment (p. 52) au moyen d'anticorps anti "PR" 0 
' (fournis par le Dr FRITIG), des extraits protéiques des LLI de 
~ haricots PrR inoculés, révèle une seule bande correspondant à GEZ non 
présente dans les extraits protéiques témoins. Une des nouvelles 
enzymes à activité S-1,3-glucanase, stimulée lors de l'inoculation, 
est décelable dans les espaces intercellulaires. 
Lors de l'inoculation, la quantité de protéines extraites par la 
méthode des LLI reste voisine de celle des plantes témoins. (tab 17). 
L'électrophorèse des extraits protéiques des plantes infectées et 
témoins montre un changement du "pattern" protéique important. Une de 
ces "PR" protéines observées au niveau des LLI, caractérisée comme 
étant GEZ, pourrait correspondre à la S-1, 3-endoglucanase, décrite 
par MAUCH et STAEHELIN (1989) et qu'ils ont localisée essentiellement 
dans la vacuole mais aussi à l'extérieur du cytoplasme, à proximité 
des . e~paces intercellulaires, de haricots traités à l'éthylène. 
\ 
C) Effet d'éliciteurs fongiques sur les activités P-1,3-glucanase des 
haricots PrR et PrS 
Après avoir exposé le mode d'obtention des éliciteurs testés, je 
décrirai les conditions du bioessai et analyserai les résultats 
obtenus. 
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1) Les éliciteurs fongiques: 
Des molécules sont dites élicitrices lorsqu'elles peuvent 
induire, lors de leur application sur' ' des végétaux, des réactions de 
défense. 
Il a été démontré que des polysaccharides ~xtraits du milieu de 
culture de C. lindemuthianum ou isolés de parois cellulaires du même 
pathogène, peuvent provoquer l'élicitation de phytoalexines, ou des 
enz~es responsables de leurs synthèses (phénylalanine ammonia-lyase, 
chalcone synthase, chalcone isomérase). Ce phénomène a été observé 
lors de l'application de ces molécules sur des cotylédons de haricots 
(ANDERSON-PROUTY et ALBERSHEIM, 1975; ANDERSON, 1978; TEPPER et 
ANDERSON, 1986), ou bien lors de leur introduction dans des cultures 
de cellules de haricots (RYDER et al., 1984; ROBBINS et al., 1985; 
HAMDAN et DIXON, 1986). De tels élici teurs isolés de parois de 
~ ' Phytophthora megasperma provoquent, notamment, une augmentation de 
l'activité f3-1, 3-glucanase dans des cultures de cellules de persil 
(KOMBRINK et al., 1986). 
En outre, le champignon pathogène C. lindemuthianum peut 
produire in vitro des enzymes à activité polygalacturonase (BARTHE 
et al., 1981). De telles enzymes ont été considérées comme éliciteurs 
de réactions de défense dans d'autres interactions hôte - parasite. 
On peut citer l'élicitation d'un composé apparenté aux phytoalexines, 
le casbène, lors de l'application d'une polygalacturonase de Rhizopus 
stolonifer sur des germinations de ricin (LEE et WEST, 1981); ainsi 
que l'élicitation de la production de lignine lors de l'action d'une 
polygalacturonase de Cladosporium fulvum sur des hypocotyles de 
concombre (ROBERTSEN, 1987). De plus, une pectinase bactérienne, une 
!· 
a-1,4-D-acide polygalacturonique endo-lyase de Erwinia carotovora, 
est capable de stimuler l'accumulation .de coumarine et provoque aussi 
une augmentation de l'activité f3-l,3-glucanase lors de son action sur 
des cultures de \ ellules de persil (DAVIS et HAHLBROCK, 1987). 
D'après ces résultats, il ressort, que de démontrer les 
possibilités d'élicitation des f3-l,3-glucanases par des molécules 
fongiques, serait un argument en faveur de leur implication dans la 
figure 34 
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Protocole d'élicitation des haricots PrR et PrS 
métabolisation 
~ ~ % ~ ~ TEMOIN 
~ 1, 
'/ 'I; 4~ h à 44 h 
0, 3 ml d'une solution ~ eau + streptomycine 
de streptomycine (0, 1mg/ml) ·- i~-
+ éliciteurs fongiques ·~ 
dénaturés dans le cas ·de 
l'endo-PG. 
ESSAI ENDO-PG 
4 h à 6 h 
0,3 ml d'une solution eau+ streptomycine 
de streptomycine (O, 1mg/ml) 
+ endo-polygalacturonase 
(10 unités, LAFITTE et al 1984) 
ESSAI FRAGMENTS 
DE PAROIS 
CELLULAIRES 
0,3 ml d'une solution de eau+ streptomycine 
streptomycine (O, 1mg/ml) 
+ fragments de parois cellulaires 
fongiques (0,024. mg) 
-t-:-; . 
-~t '· 
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défense. Pour cela, j'ai envisagé l'utilisation de deux types 
d'éliciteurs: 
- d'une part une endopolygalacturdhase (endoPG), secrétée par~ 
lindemuthianum, race ~' dans son milieu de · culture. Elle est 
purifiée selon le protocole décrit par BARTHE et., al. (1981) modifié 
par LAFITTE (1983). 
- d'autre part, des fragments isolés des parois mycéliennes de~ 
lindemuthianum. Ils sont obtenus par une hydrolyse au bain marie (20 
' min à 100°C) de parois cellulaires, isolées à partir d'une culture de 
13 jours selon · le protocole décrit page 6, sui vie d'une 
centrifugation de 10 min à 12500 g. La quantité de fragments 
solubilisés est estimée par dosage des sucres à l'anthrone (SHIELDS 
et BURNETT, 1960). Le surnageant est utilisé comme solution 
élici tri ce. 
2) Description du bioessai. 
Pour réaliser l'élicitation des activités ~-1,3-glucanases, il 
~'est apparu nécessaire se maintenir le végétal dans les conditions 
proches de celles qui existent in vivo, sans causer de blessures trop 
importantes. En effet certaines blessures peuvent provoquer la 
stimulation de réactions apparentées aux réactions de défense de 
l'hôte (MAUCH et al., 1988a). Les bioessais utilisés pour ces 
expérimentations consistent donc en de jeunes plantes de haricots 
(PrR et PrS) agées de 7 j, sectionnées à 2 cm sous les cotylédons. 
Les . p\antes traitées ainsi absorbent les solutions élicitrices selon 
le protocole décrit ci-joint (fig 34). 
Les protéines sont extraites des limbes après 24 h ou 48 h 
d'absorption et \ de métabolisation. J'ai volontairement limité le 
bioessai à 48 h parce que les plantes temoins ont une activité 
~-1, 3-glucanase qui augmente légèrement à 72 h. Ceci résulte sans 
doute, comme supposé, d'un effet de blessure inhérent au bioessai. 
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figure 34 Activité glucanase dans les limbes de haricots PrR et PrS, ~près 
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figure 36: Chromatographie d'échanges cationiques d'un extrait protéique de 
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Les extraits protéiques sont obtenus conune précédenunent par 
broyage dans du tampon acétate de sodium - acide acétique (50 mM - pH 
5,2 - lM en NaCl) suivi d'une centrifugation à 15000 g. Pour mesurer 
l'activité ~-1,3-glucanase dans les extraits bruts ainsi obtenus, les 
échantillons sont dialysés contre le même tampoh dépourvu de NaCl. 
Avant d'effectuer une chromatographie d' échang~ cationiques, les 
échantillons subissent une précipitation fractionnée au sulfate 
d'ammonium dans les mêmes candi tians que celles utilisées pour la 
purif·cation des enzymes élicitées (p 36). 
3) Résultats: 
a) élicitation par les fragments de parois de C. 
lindemuthianum: 
Sous 1 1 action d' éliciteurs issus de parois du pathogène, on 
observe au bout de 24 h, une forte augmentation de l'activité 
a-1,3-glucanase totale des haricots PrR. En effet, celle-ci est 
~ratiquement multipliée par trois, si on se réfère aux haricots 
témoins, lors de l'absorption des fragments pariètaux (fig 35). En ce 
qui concerne la lignée de haricots sensibles, PrS, ces fragments 
provoquent aussi une augmentation de l'activité ~-1,3-glucanase, mais 
celle-ci est beaucoup plus faible au début de l'expérimentation pour, 
au maximum, do~bler à 48 h (fig 35). Nous pouvons donc observer une 
différence de réponse des deux lignées PrR et PrS à 1' action de 
fragm~nts pariétaux fongiques, cette différence se situe au niveau de 
la rapidité et de l'intensité de la réponse, plus marquée chez la 
1 
lignée résistante. On retrouve là, conune on l'a observée lors de 
l'inoculation p, r le pathogène, une réponse plus précoce quant à 
l' élicitation des ~-1,3-glucanases chez le cultivar de haricots 
résistant que chez le cultivar sensible. 
Lors d'essais préliminaires, j'ai testé le pouvoir éliciteur de 
fragments de parois mycéliennes solubilisés par une hydrolyse 
enzymatique (parois hydrolysées par GCl). Cet extrait élicite aussi 
. ~ 
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1 1 activité -1, 3-glucanase lors de son absorption par les haricots 
PrR. 
Du point de vue qualitatif, une chromatographie sur colonne 
échangeuse de cations, montre que les ~~1,3-glucanases, élicitées par 
la solution de fragments pariétaux, ont le · même comportement 
chromatographique que les enzymes GEl et GE.2 apparues après 
l'inoculation (fig 36). 
La solution élicitrice testée semble donc reproduire les mêmes 
effets que le champignon pathogène en ce qui concerne, du moins, la 
stimulation précoce de nouvelles enzymes à activité ~-1, 3-glucanase 
dans l'interaction incompatible. TEPPER et ANDERSON (1986)signalaient 
que des composés issus de~ lindemuthianurn pouvaient éliciter, sur 
des cotylédons de haricots, des réactions de défenses, telles que le 
brunissement et la production de phytoalexines; ceci de façon 
spécifique, c'est à dire seulement dans le cas d'interaction 
incompatible race/cultivar. 
b) élicitation par l'endopolygalacturonase de C. 
lindemuthianum: 
48 h après 1' absorption d' endoPG par les plants sectionnés, 
l'activité ~-1,3-glucanase des limbes de haricots PrR est multipliée 
par un facteur supérieur à deux (fig 37). Chez la variété sensible 
PrS on observe aucune augmentation de l'activité enzymatique 48 h 
après l'absorpt~on d'endoPG (fig 37). Comme précédemment, on retrouve 
ici la précocité de réponse intervenant dans l'interaction 
incomp~tible étudiée. 
t~. La chromatographie d'échanges cationiques montre que deux 
' 
~-1, 3-glucanases, correspondant à GEl . et GE2, sont élicitées par 
l'endoPG (fig 38 ~. Il apparaît donc que l'endoPG, comme la solution 
de fragments pariétaux, reproduit la réponse différente suivant le 
type d'interaction (C ou I) dans le couple Processor C. 
lindemuthianurn, race quant à l'élicitation des deux 
~-1,3-glucanases GEl et GE2. 
. 
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L' élicitation de '3-1, 3-glucanases par l' endoPG de C. 
lindemuthianum pourrait relever de l'activité catalytique de cette 
enzyme. En effet, des extraits obtenus à partir d' hypocotyles de 
haricots sont capables d'éliciter la production de phytoalexines de 
cellules de haricots en culture (HARGREAVES et SELBY, 1978). Depuis, 
différents auteurs ont pu montrer l.' activité élicitrice 
d' oligogalacturonides issus de parois de plantes hôtes dans 
différents modèles hôte - parasites (BRUCE et WEST, 1982; NOTHNAGEL 
et al. 1983; JIN et WEST, 1984; ROBERTSEN, 1986). Ces molécules ont 
été nommées éliciteurs endogènes (HAHN et al., 1981). Pour être 
efficaces, ces éliciteurs endogènes doivent avoir une longueur de 
chaîne déterminée (8 à 12 unités uraniques) (NOTHNAGEL et al., 1983). 
Certains auteurs ont émis l'hypothèse qu'une modulation différente de 
l'activité endopolygalacturonse fongique par des inhibiteurs 
spécifiques de cette enzyme, présents dans le végétal, conduirait à 
~ la solubilisation de fragments de "bonne taille" ou à des fragments 
de tailles différentes, inactifs (CERVONE et al., 1986). Au 
laboratoire, il a été montré que les haricots Processor et Earlywax 
résistants possèdaient constitutivement davantage d'inhibiteurs 
d' endoPG que les lignées de haricots sensibles (LAFITTE et al., 
1984). On peut émettre l'hypothèse que chez ces derniers l' endoPG 
fongique, moins inhibée que chez les lignées résistantes, découperait 
des oligo-uronides de trop petite taille pour avoir une activité 
élicitrice. 
CONCLUSION 
Les haricot~ Processor sains, possèdent constitutivement des 
'3-1, 3-glucanases, présentes dans les structures apoplastiques. Ces 
enzymes pourraient intervenir directement dans la défense, en 
hydrolysant les parois mycéliennes in vivo, en effet, elles sont 
capables, à divers degrés, d'agir sur ces parois in vitro. Les 
..... 
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Les fragments fongiques ainsi libérés se comporteraient alors comme 
des éliciteurs de réactions de défense. 
Chez les haricots inoculés, il apparait deux nouvelles 
J3-l, 3-glucanases qui seraient succeptilHes de contribuer à stopper la 
croissance du champignon, car l'une d'entre elles au moins hydrolyse 
des parois mycéliennes in vitro. Ces ~-1,3-glucan~ses élicitées lors 
de l'inoculation peuvent aussi être induites par l'absorption de 
molécules d'origine fongique (fragments de parois mycélienne~, 
endop~ ygalacturonase). Ceci illustre bien la complexité de la mise 
en place des systèmes de défenses de la plante. Un phénomène 
constant, en ce qui concerne l'élicitation de l'activité 
J3-1,3-glucanase, est la précocité de réponse de la lignée de haricot 
Processor résistante par rapport à la réponse de la lignée isogénique 
sensible. Cette différence de réponse peut s'observer tant lors de 
l'inoculation que de l'élicitation en l'absence du pathogène . 
Une de ces deux enzymes élicitées (GEZ) a pu être caractérisée 
dans les espaces intercellulaires lors de l'inoculation de haricots 
PrR. Celle-ci pourrait aider à inhiber la progression du pathogène au 
site de pénétration de ce dernier, avant qu'il n'envahisse d'autres 
structures cellulaires. La deuxième enzyme élici tée ( GEl) n'a pu 
encore être localisée. Toutefois si celle-ci se situe au niveau du 
cytoplasme, elle pourrait intervenir dans la défense lors de la 
nécrose cellulaire apparaissant dans la réponse hypersensible. 
\ 
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CONCLUSION GKNKRALK 
L'objectif de ce travail était. d'approcher le rôle d'enzymes 
hydrolytiques, présentant une activité a-1,3-glucanase, dans la 
défense du haricot contre le champignon responsà~le de l'anthracnose, 
Colletotrichurn lindemuthianurn. 
Disposant de plusieurs races du champignon et de cultivars de 
hari~ ots sensibles ou resistants aux diverses races du pathogène, 
j'ai pu étudier la variations quantitatives et qualitatives des 
~-1,3-glucanases dans les limbes de haricots lors d'interactions 
hôte-parasite de type compatible et incompatible. 
L'étude comparative des plantes saines et inoculées m'a permis 
de caractériser: 
* En premier lieu, trois a-1, 3-glucanases constitutives. Deux 
d'entre elles ont des activités endolytiques et des pl acides. Elles 
sont solubilisées par l'eau. La troisième est une exo-glucanase, 
possédant aussi une activité a-glucosidase. Celle-ci à un pl basique 
et nécessite un tampon de forte force ionique pour sa solubilisation. 
'. Ces enzymes constitutives sont, du moins pour une part, situées au 
ni veau des structures apoplastiques; elles peuvent, à des degrés 
divers, hydrolyser, in vitro, les parois du champignon. Le rôle de 
ces enzymes dans la défense reste en partie inconnu. Toutefois elles 
pourraient, par leur action, ralentir la progression du champignon 
pathogène <laps les premières phases de l'infection et aussi 
contribuer à la mise en place de certains systèmes de défense en 
solupilisant des éliciteurs fongiques. 
* En second lieu, suite à l'inoculation, deux nouvelles formes 
de a-1,3-glucanases, non présentes dans la plante saine. Ces enzymes 
ont été purifi~es à homogénéité, certaines de leurs propriétés ont 
été étudiées. Il s'agit d'endo-a-1,3-glucanases de pl basique (10,1 
et 10, 5) et de faibles poids moléculaires ( 36500 et 36000 d). Le 
séquençage de ces deux protéines confirme qu'elles sont codées par 
deux gènes différents. Elles présentent de fortes homologies avec une 
~-1,3-glucanase basique, vacuolaire, extraite du tabac. Pour la 
première fois, deux endo-a-1,3-glucanases basiques ont pu être 
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décelées chez le haricot suite à une inoculation ou à un stress. Ces 
deux enzymes ont des caractères immunologiques communs avec les "PR" 
protéines à activité glucanase du tabac. Ces deux enzymes sont 
responsables de l'augmentation de l'activité glucanase observée lors 
de l'inoculation. Il s'est avéré que cette stimùlation était toujours 
plus précoce lors de l'interaction incompà~ible que lors de 
l'interaction compatible. En effet, l'activité glucanase augmente 48 
h après l'inoculation dans le premier cas et 96 h dans le second. La 
sti~lation de ces deux enzymes peut être déclenchée en l'absence du 
pathogène par des éliciteurs fongiques (endoPG et fragments de parois 
mycéliennes). Cette élicitation se manifeste toujours plus tôt pour 
la lignée de haricot résistant que dans la lignée isogénique 
sensible. Une, au moins des deux enzymes élicitées peut, in vitro, 
hydrolyser les parois du champignon pathogène. L'une d'entre elles a 
pu être localisée dans les structures apoplastiques. Elles pourraient 
donc participer à l'inhibition de la croissance des hyphes 
infectieuses du pathogène, voire à leur destruction. 
Ces différents résultats devraient permettre une étude plus 
approfondie du rôle de ces ~-1,3-glucanases dans la défense par: 
- une analyse de leur action in vitro sur la croissance du 
· pathogène, 
une recherche de leur localisation au moyen d'anticorps 
spécifiques, 
- une approche de la régulation génétique de ces enzymes, après 
l'obtention d'oligonucléotides de synthèse. 
. ~ 
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